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Studium optimélnich podminek pro zcukfovani bramborovych zapar
' plistiovymi enzymatickymi preparaty

KAREL BERAN a MIKULAS BURGER
Ceskoslovenskéd akademie véd, Biologicky tistav, mikrobiologické oddéleni, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Malek

Doslo 20. 12. 1955

Ke studiu otdzky o pouziti plisfiovych amylolytickych preparati ke zcukfovani
Skrobnatych surovin pro vyrobu lihu piispéla velkd fada autorti svymi pracemi.
Vysledky téchto praci vesmés ukazuji, Ze témito preparity lze tsp&&n& nahradit
dosud pouzivany slad. Pievdini vétsina autori pouZivd riznych obilnin jako
zakladnich 8krobnatych surovin. Pro brambory vSak chybi dostatetné mnoZstvi
materialu ke srovnéni.

Zajem se soustfeduje zejména na dva druhy plisni: Aspergillus niger a Aspergillus oryzae. Preparaty
z téchto plisni jsou pfipravovény jak na pevnych substrétech, zejména otrubsch (Roberts a spol. 1944,
Takamine 1914, Underkofler a spol. 1939, 1946, Lu-Cheng Hao a spol. 1943), tak na tekutych submersns.
Pro submersni pfipravu preparétii se pousiva hlavné A. niger (Le Mense a spol. 1949, Adams a spol. 1047,
Teixeira a spol. 1950). '

Teploty pti zcukifovéni Skrobnatych surovin plistiovymi preparity jsou rtzné. U A. oryzae se nej-
¢astdji uvddi 50—55 °C (Underkofler a spol. 1939, Lu Cheng Hao a spol. 1943, Roberts a spol, 1944),
ale té6% 30 °C (Lu Cheng Hao a spol. 1943, Roberts a spol. 1944), u A. niger tyté% nebo o néco vyssi,
60 az 62 °C (Le Mense a spol. 1949, Adams a spol. 1947).

Tyto vyssi teploty vSak vétsinou nemaji charakter zcukiovacich teplot tak, jak jsou chapény v nafem
vyznamu pro technologicky proces (Underkofler a spol. 1946, Adams a spol. 1947, Teixeira & spol. 1950).
Behem zeukfovéni byvé hodnota pH u obou preparatt udriovéna na stejné vysi kolem 5,5,

V neddvno publikované prici jsme ukdzali na velky vliv teploty na aktivitu
maltisy pfi hydrolyse Skrobu enzymatickym prepardtem plisné A. niger (Burger
a Beran 1956). Aktivita maltasy byla 7,3krat vétdi pti 65 °C nez p¥i 30°C. Z téchto

divodd jsme se rozhodli provéfit optimélni podminky, teplotu a pH pti zcukfovani
bramborovych zapar plisiovymi preparaty.
Materidl a metody
Enzymatické prepardty a materidl

K préci jsme poutili enzymatickych preparatt dvou druha plisni, Aspergillus niger a Aspergillus
oryzae a suleného diastatického sladu. Plisné jsme kultivovali na otrubdch, Kultivaci plisni a p#{pravu
enzymatickych prepardta jsme popsali jiz dfive (Burger a Beran 1954, 1956). Na rozdil od uvedenych
praci jsme filtrovali enzymatické extrakty plisnf poresnim sklenénym kelimkem (G,). K piipravé zépar
jsme pouzili bramborovych vlogek, které obsahovaly 65,58 % skrobu, nebo rozpustného Zkrobu p. a.
(Lachema),

Analytické metody

Zkvasitelné cukry glukosu, maltosu a maltotriosu jsme stanovili jiZ popsanou metodou (Beran
a Burger 1955). Zédklad metody spodiva v tom, %e vzorky vykvasime kvasinkami Saccharomyces
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cerevisiae R XII za pfitomnosti 2,4-dinitrofenolu & mnoizstvi vykvaseného cukru propodteme podle
objemu vzniklého kysliéniku uhli¢itého na zdkladé Gay-Lussackova stechiometrického vztahu. Stano-
vené mnoZstvi zkvasitelnych cukri jsme vyjadrili jako glukosu, Chromatografickou analysu cukrii jsme
délali podle popsané metody (Green a Stone 1952), kterou jsme upravili. Dextrinaéni aktivitu jsme
stanovili upravenou metodou Wohlgemutovou (Belozerskij a Proskurjakov 1951); téZ jodova zkouska
byla provedena roztokem jodu a s mnoZstvim vzorku uvedenym u této metody.

Priprava substrdty a postup pri zcukfovdni

K pokustiim jsme pouzili bramborovych zépar, pfipravenych z bramborovych vloéek, o konetném
obsahu Zkrobu 5 a 10 % (viz déle). Do zkumavek o praméru 3 cm jsme navizili pFisludné mnozstvi
jemnd rozemletych bramborovych vloéek a ptidali takové mnoZstvi vody, aby po pfidéni plisniového
enzymatického extraktu ¢inil koneény objem zépary 25 ml. Po rozmichdni bramborové mouéky s vodou
jsme zkumavky s obsahem autoklavovali 7, hodiny p¥i 1, atm. Zkumavky po autoklavovan{ jsme
udrzovali ve vodni{ ldzni p¥i 50 °C.

Ptisledovan{ vlivu pH na dextrinaén{ aktivitu plisfiovych preparatii jsme pouzili stejného mnozstvi
159, roztoku rozpustného Skrobu. Sledovaného rozsahu pH u preparatu A. niger (3,5 az 6,5) jsme
doséhli acetdtovym pufrem o koneéné koncentraci 0,1 M a u A. oryzae (7,6 az 4,6) veronal-acetatovym
pufrem o konedné koncentraci 0,02 M,

K takto pfipravenym substratim jsme odméfili takové mnoZstvi enzymatického extraktu, aby
pouzité véha suchého plistiového prepardtu éinila 10 9, vahy v pokuse pfitomného skrobu. Vyjimky
z tohoto poméru jsou uvedeny u piistudnych pokusu.

Zkumavky se substrity jsme umistili ve vodni ldzni. Studovali jsme vliv teploty v rozsahu 25 aZ
80 °C. Neni-li uvedeno jinak, zcukfovaci doba ¢inila 1 hodinu. Po uvedené dob& byl enzymaticky
proces zastaven ponofenim zkumavek do vrouci l4zn& a po ochlazeni provedeny piisluiné analysy.

Vysledky

Tvorba zkvasitelnych latek pfi zcukfovani bramborovych zépar
8 obsahem 5 9, 8krobu

Sledovali jsme mnoZstvi vytvorenych zkvasitelnych latek p¥i zcukfovani bram-
borové zépary o obsahu 5 9, 8krobu v teplotnim rozsahu 25 az 65 °C. PouZité mnoz-
stvi suchych enzymatickych preparata ¢&inilo 15 9, vahy 8krobu. Vysledky pokusu
jsou uvedeny na obr. 1 a 2,

Jak je patrno z obr. 1, teplotni op-

200 timum tvorby zkvasitelnych latek pfi

zcukfovani bramborové zapary prepa-

ratem A. oryzae leZi mezi 50 a 60 °C

a u preparatu A. niger nebylo teplo-
1 tou 65°C piekroteno. Plochost uve-

denych kfivek je moino vysvétlit vel-
50 kym obsahem enzymt a nedostatkem
substratu v systému.

Zcuktovaci zkouska roztokem jodu
ukézala, Ze achroického bodu bylo do-
saZeno u preparatu A. oryzae jiz pii
0 teploté 40°C, u preparitu A. niger

0 “0 % Y teprve pii teploté 65 °C. U preparatu A.

Obr. 1. Vliv teploty na tvorbu zkvasitelnych latek ~ 1tger 8€ do této teploty Ob]eVIla’ celd,

pfi zcukiovéni bramborovych zépar s obsshem Skala barev, charakterisujici stupen

5% ékro_bu. Osa y : mg zkvasitelnych latek vyj4- hydrolysy ékrobu, od fialové pf'i teplo-

dfenych jako gll}}(osa v 2,5 ml vzorku, osa x: teplo- t& 25°C ay po achroickou Pﬁ teploté
ta v °C. Kiivka 1-A. oryzae, 2-A. niger. 65 °C.

Na obr. 2 jsou uvedeny chromatogramy zapar po zcukfeni preparadtem A. niger,
A. oryzae a sladem pii teplotach 25, 47, 57 a 65 °C. Patrné rozdily v rozlozeni
jednotlivych cukrt jsou vysledkem rtzného enzymatického sloZeni jednotlivych
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preparatd, na které jiz bylo diive upozornéno (Feniksova 1953, Klimovskij
a Rodzevié 1950, Burger a Beran 1954, Stirka 1954). U chromatogramia zapar
zoukfenych preparatem A. niger je dobfe patrné znadné mnoZstvi transglukosidaci
vzniklé isomaltosy a vzestupem teploty ubyvajici mnozstvi maltotriosy.

Tvorba zkvasitelnych latek pti zcukfovani bramborovych zdpar s obsahem 109, krobu

Vzhledem k tomu, Ze u predchizejiciho pokusu se projevil nedostatek substritu,
opakovali jsme jej na zépake s obsahem 8krobu 10 %, a s men$im mnoZstvim enzyma-
tického preparatu (10 9, vahy Skrobu). Sledovany teplotni rozsab byl ziZen na 50
a% 80 °C u preparatu A. niger a 50 az 65°C u prepardtu A. oryzae. Zirovet jsme
sledovali mno#stvi vytvofenych zkvasitelnych cukrti pti téchto teplotich po 20,

100

50

0 [
50 ) 0 60 70 80

Obr, 3. A. oryzae : Obr. 4. A. niger
Vliv teploty na tvorbu zkvasitelnych latek pti zcukfovani bramborové zépary plistiovymi
preparéity (obsah Skrobu v zépare 10 %)

Osa x : teplota v °C, osa y : mg zkvasitelnych latek vyjadienych jako glukosa v 2,5 ml vzorku, Kfivka 1—
zcukiovéno 60 minut, 2 — 40 minut, 3 — 20 minut.

0 L
S0
60

S 65
o
0
20 “© 60
Obr. 5. A. niger Obr. 8. 4. oryzae

Prubsh tvorby zkvasitelnych 14tek pki zcukfovani bramborovych zépar Plisfiovymi preparaty za riznych
teplot (obsah Zkrobu v zépate 10 %),

Osa « : doba zcukfovéni v minutéch, osa y : mg zkvasitelnych ldtek vyjédienych jako glukosa v 2,6 m
vzorku, .
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i() 5a, 20 minutach zcukfovani. Vysledky tohoto pokusu jsou uvedeny na obr. 3,
, b, 6alT7.

Jak je patrno z obr. 3 a 4, lii se preparaty A. niger a 4 oryzae svymi optimalnimi
teplotami. Po 60 minutdch zcukfovani dini optimalni teplota u preparatu 4. oryzae
55°C a u preparatu 4. niger 65 °C. Pri téchto teplotach se vytvorilo u A. oryzae
46,6 %, u A. nmiger 56,1 %, zkvasitelnych latek vzhledem k mnoistvi pfitomného
Skrobu. Na obr. 5 a 6 je uvedeno mnozstvi zkvasitelnych latek v zavislosti na ¢ase.
Z linearniho prabéhu kfivek u preparatu 4. niger aZ do teploty 65 °C a u A. oryzae
u teploty 55 °C je zfejmé, 7Ze zietelnd inaktivace enzymi nastavé aZ po téchto opti-
malnich teplotach.

Chromatografickd analysa produkti vzniklych p¥i zcukfovéni bramborové zapary s obsahem 5 9, 8krobu.

Prabeh tvorby produkta vzniklych pii zcukfovani bramborovych zépar plisfiovymi preparaty v opti-
malnich teplotach (A. niger 65 °C, A. oryzae 55 °C)

F

G

Y R

LA Rl L XL N

,’ ’ ) . M
" 0ee000000000;
MJ& ’ * ¥ # . ' . " v g4

, : , . M5
«v“«* a‘* RN ‘ﬁﬁtﬁi i

€°25 47 57 6525 47 57 65 25 47 57 65 S 200 40° 60" 20" 40 60" MN S; S,
. nager Slad A. oryzae A. niger A. oryzae
Obr. 2. Obr. 7.

F - fruktosa, G - glukosa, M - maltosa, IM - isomaltosa, My - maltotriosa, P - panosa, M, - maltotetraosa,
M, - maltopentaosa, MN - maltosa inkubovand preparatem A. niger za soudasného vykvasovani kva-
sinkou . cerevisiae R XII, S, - maltosa po inkubaci preparétem A. niger, S - sladina

Zcuktovaci zkoudky roztokem jodu ukazaly, Ze u prepardtu A. oryzae bylo dosa-
¥eno achroického bodu po 60minutovém zcukfovani u viech sledovanych teplot,
ale jiz po 40 a 20minutovém zcukfovini byl dosaZeny barevny tén pouze Zluto-
hnédy. U preparatu A. niger bylo zlutohngdého ténu dosazeno jen pfi teploté 65 °C
po 60minutovém zcukiovani. P¥i uvedené teploté byl po 40minutovém zeukfovani
barevny tén jasnd derveny a po 20minutovém &ervenohnédy. Uvedené zbarveni
vzorkd bylo nejsvétlejii v celé sledované kale teplot a ¢asu. V ostatnich ptipadech
zbarveni vzorku jodovym roztokem vykazovalo réizny stupefi odbourani Skrobu.

Na obr. 7 jsou uvedeny chromatogramy zipar zcukfovanych pfi optimalnich
teplotach (A. niger 65°C, A. oryzae 55°C) po 20, 40 a 60 minutach zeukiovani.
U zapar zeukfovanych preparatem A. miger je patrnd znaénd tvorba isomaltosy
vzniklé transglukosidaci; mnoZstvi isomaltosy ¢asem vzriistd, déle znatné mnozstvi
maltotriosy, ale malé mnoZstvi panosy a maltotetraosy. Chromatogramy zapar
zeukiovanych preparitem A. oryzae vykazuji rozlozeni cukri, které je charakteris-
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tické pro &innost x-amyldsy: malé mnozstvi monosacharidi a velké mnozstvi oligo-
sacharidd a vy33ich slozek. Téchto vyssich sloZek fasem ubyva. Jako standardy
jsou uvedeny chromatogramy sladiny a maltosy inkubované s enzymatickym pre-
pardtem A. niger, jejichZ rozloZeni cukra pfi chromatografii je znamé. Chromato-
gram maltosy inkubované s extraktem A. niger po vykvafeni kvasinkou 8. cere-
vistae R XII, ani% enzymatickd &innost preparitu byla zastavena, ukazuje, Ze je
odbourdvéna za t&chto podminek nejen maltotriosa, ale i isomaltosa a dastetné
panosa. To potvrzuje nase diivéjsi nilezy (Burger a Beran 1954).

Vliv pH na dextrinaci 8krobu

V tomto pokuse jsme pou#ili rizného mnozstvi enzymatickych prepariti. Pre-
pardt A. niger jsme ptidavali v mnozstvi 10 %, vihy Skrobu v pokuse pfitomného,
A. oryzae 5,6 9%,. Pracovali jsme p¥i vySe zjiSténych optimalnich teplotach. Vysledky

jsou uvedeny na obr. 8.

Jak je patrno z obr. 8, lifi seenzy- «
matické preparaty A.niger a A. oryzae
té% svymi optimalnimi hodnotami pH
pro dextrinaci 8krobu. Nalezené opti-
malni pH u preparatu A. niger &inilo
4,56 au A. oryzae 6,1. Prubéh kfivek
ukazuje, Ze u preparatu A. niger je
dextrinaéni aktivita ovlivnéna nizkymi
hodnotami pH jen mélo, naproti tomu
u A. oryzae znaéné.

/\'\.2\\

40 50 60

Tvorba zkvasitelnych latek v nepufro-
vaném roztoku 10 %, 8krobu

oo

Obr. 8. Vliv pH na aktivitu dextrinace Skrobu.

Osa z : hodnoty pH, osa y : jednotky «-amylésy.
Kiivka 1 — A, oryzae, 2 — A. niger.

Sledovali jsme tvorbu zkvasitelnych
latek, vznikajicich p¥i hydrolyse Skrobu
sladem, preparitem A. niger a A.
oryzae. Pouzity 109, roztok rozpustné-
ho Ekrobu nebyl pufrovén. Zcukfovaci
doba ¢inila 30 minut. Vysledky jsou
uvedeny na obr. 9.

Béhem inkubace doilo k znaénému
okyseleni substrati. U pokusu se sla-
dem kleslo pH na hodnotu 3,2, s pre-
pardtem A. niger na hodnotu 3,56 a s 4.
oryzae na 5. Jak je patrno, projevil se
tento pokles pH znaéné nepiiznivé na
tvorbé zkvasitelnych latek, zejména
u sladu. Téz tvorba zkvasitelnych latek
u preparatu A. oryzae byla tim ovli-
vnéna, ale u prepardtu A. niger niko-

30

40

liv. To je v souhlase s nalezy pied-
chéazejiciho pokusu. PonévadZz bylo
zcukfovano pouze ! hodiny, je po-
chopitelné, Ze se optimalni teploty
posunuji k vyssim teplotdm.

Obr. 9. Vliv teploty na tvorbu zkvasitelnych létek

pfi hydrolyse 5 9% nepufrovaného roztoku rozpust-

ného gkrobu (doba zcukieni 30 minut). Osa z : tep-

lota v °C, osa y : mg zkvasitelnych latek vyjédie-

nych jako glukosa v 2,5 ml vzorku, Kfivka 1 — A4,
oryzae, 2 — A, niger, 3 — slad.
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Diskuse

Rizni autoti pouZivaji pii zeuktovani Skrobnatych surovin plisiiovymi preparaty
riznych zcukfovacich teplot. Pfi pouZiti preparat A. oryzae se pohybuji tyto
teploty od 30 do 55 °C, u 4. niger od 50 do 62 °C. Dosud nezname dostupnou sou-
stavnou studii, sledujici otdzku optimalnich teplot p¥i zcukiovani Skrobnatych
surovin plisiovymi preparity v podminkach technologického procesu. Zd4 se proto,
ze dosud pouzivané zcukiovaci teploty jsou vysledkem nahodnych nélezit & obdob
pfi pouziti sladu.

V teoreticky zaméfené praci pii sledovani vlivu teploty na aktivitu enzyma-
tickych systémil pii hydrolyse 8krobu preparaty A. miger a A. oryzae jsme ukézali
na velky vliv teploty na aktivaci maltésy plisngé A. niger (Burger a Beran 1956).
Platnost zjisténych optimélnich teplot pti hydrolyse 109, roztoku rozpustného
8krobu po 60 minutovém zcukiovani (4. niger 65°C, A. oryzae 55 °C) byla potvrzena
na zaparach pfipravenych z bramborovych vlotek. Pii téchto optimélnich teplo-
téach nenastdva jesté zietelnd inaktivace enzymi. Jak vyplyva z jodovych zkousek,
souhlasi tyto teploty téZ s optimy dextrinadni &innosti uzitych preparati.

Optimélni podminky pro hydrolytickou é&innost plisiiovych preparatt A. niger
a A. oryzae se lisi nejen v optimdlnich teplotich, ale té% v rtizném optimalnim pH
na jejich dextrina¢ni aktivitu. Optimalni pH pro dextrinaci $krobu preparitem
A. oryzae je 6,10; zménou pH (zejména snizovanim) jeho aktivita znaénd klesa.
Chovéni enzymatického preparitu A. oryzae je tedy podobné jako u sladu, jehos
zeukfovaci schopnost byla zcela zabrzdéna pti poklesu pH na hodnotu 3,2 ve sméru
k vy&sim teplotdm (od 55°C), kdy teplota inaktivuje i f-amyldsu. Tyto nalezy
souhlasi se zndmym jevem o citlivosti a-amyldsy k niz$im hodnotam pH. Z tohoto
diivodu neni mozno okyselovat zapary piipravené se sladem.

Optimalni pH pro dextrinaci §krobu u preparatu 4. niger je 4,5 a shoduje se tedy
8 optimdlnim pH pro &innost plisiiové maltasy. Tento nalez je v dobré shod® se
zjisténim popsanym diive (Burger a Beran 1956), ze v preparatech A. niger maltdsa
hydrolysuje celou molekulu $krobu isolované od «-amylasy. Té% zmény pH v dosti
8irokém rozmezi maji jen maly vliv na zménu aktivity. Toto chovéni preparitu
A. niger pravdépodobné souvisi s fysiologickymi vlastnostmi plisng A. niger, kters
je schopna tvotit téZ znaéna mnoZstvi kyselin. Moznost uziti nizstho pH pfi zcukio-
vani bramborovych zépar mé sviyj dilezity vyznam pro zeméd&lské lihovarnictvi.
Umoziiuje znadné okyseleni zdpar jiz pii zeukfovani krobnatych surovin a spojeny
udinek nizkého pH a relativng vysoké zcukiovaci teploty se musi projevit v mikro-
biologické &istoté zapar. Téz pii kvadeni ma hodnota pH 4,5 p¥iznivy vliv na pribsh
kvaSeni a zabrafiuje rozmnoZeni nezddouci infekee.

Souhrn

Sledovali jsme vliv teploty na tvorbu zkvasitelnych cukré a vliv pH na dextri-
naéni aktivitu pti hydrolyse Skrobu a bramborovych zépar enzymatickymi preparaty
plisni _Aspergillus niger a Aspergillus oryzae (plistiovych otrub). Zjistili jsme toto:

1. Pii sledovéni vlivu teploty na tvorbu zkvasitelnych cukrii u zcuk¥ovanych
bramborovych zipar (doba zcukfovani 60 minut) jsme nalezli réizné optimalni
teploty udinnosti obou preparatii: A. niger 65°C a A. oryzae 55 °C.

2. Pii téchto teplotach se vytvorilo preparitem A. oryzae 46,6 %, preparatem
A. miger 56,1 9, zkvasitelnych latek vzhledem k pfitomnému Skrobu.

3. Optimélni zcukiovaci teploty souhlasi té% s optimalni &innosti dextrinagni.

4. Optimdlni hodnotou pH pro dextrinaci 8krobu prepardtem A. oryzae je 6,1;
zménou pH (zvlasté sniZovanim) je dextrinace znaéné zeslabovana.
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5. Optimalni hodnotou pH pro dextrinaci 8krobu preparitem A. niger je 4,5;
zmény pH ji jen malo ovliviiuji.

6. Zjistovali jme vyznam nizkého pH a relativng vysoké teploty pti zcukfovéni
gkrobnatych surovin preparitem A. niger v lihovarské praxi.

Akademiku I. Mélkovi dékujeme za zdjem a podndtné p¥ipominky pii provédéni této préace. E. Masne-
rové a V. Klicperové dékujeme za peélivou technickou spolupréei.
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Wsyuenne onTUMaIbHAX YCIOBHIl OCaxapMBaHMA KAPTOQeILHHIX B3aTOPOB
IIJIeCHEBRIMU (JePMEHTHEIMK ITperniapaTaMyu

K. Bepan u M. Bypeep
Pesrome

Usy4aiock BIMAHMe TeMIeparypH Ha obpasoBaHie cOpaskmBaeMHX caXapoB U BiuaAnme pH Ha
ReKCTPUHMBAPYIOLLYIO cIoCOGHOCTD NpH I'MApoJinde KpaXMaja M KapTo(elbHEIX 3aTOpOB (epMeHT-
HHIMM NpenapataMu Illecene®t Aspergillus niger u AsPergillus oryzae (IIecHeBOTO coJofia). Brtto
YCTaHOBJIEHO, YTO pasiiuine MeAYy Npenmaparamu A. niger ¥ A. oryzae B oTHOIIeHNH 0GpasoBaHns
c6pamuBaeMHX caXxapoB Npn 60 MUHYTHOM 0CAXapMBAHMM KApTOPeJLHHX 3aTOPOB MpOABIAETCH
¥X ONTHMAJIBHHMMU TeMneparypaMn. (A, niger 65 °C, A, oryzae 55 °C.) Ilpm aTuMX TeMmeparypax
nop felicrBueM npenapara A. oryzae o6pasoBajoch 46,6 % cOpaKMBaeMHX BelleCTB, a MOJ AeHcr-
BMeM Npemapara A. Niger, cOOTBeTCTBeHHO, 56,1 %, OT HpucyTcTBylomero kpaxmauaa, Onre-
MalIbHEle TeMMEepaTypH COOTBETCTBYIOT TAaKMe ONTMMAILHOMY JeKCTpMHHSHMpYoleMy RelicTsuio,
Onrumansaum pH pna nexc%pnnnsaunn KpaXMasa mpemaparoM A. oryzae asadercd pH = 6,1,
npunveM uaMeHeHue pH, B ocoOeHHOCTM B CTOpOHY NOBHINEHHA KMCIOTHOCTH, BHISHBAIOT 3HAYH-
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TeJIbHOE INOHIKeHHe AeKcTpunuaammu. OnruManbHuM pH A eKCTpMHUMBAUUM KpaXMamda Mpe-
naparoM A. niger asagerca pH = 4,5, npuueM nsmenenus pH oxaswiBaior Ha AeKCTpMHUBALHIO
JMb HesHaUnTeabhoe BimAHMe. ObcysaercA Bonpoc o sHadeHmn Huskoro pH u cpaBHuTembHO
BHCOKOH TeMIlepaTyphl Npu 0caXapUBAHIMM KpaXMaJICo/lep KalMX MaTepHaJoB peniaparoM A, niger
B HPAKTHKE CHUPTOBON IIpOMBIIIEHHOCTH,

A Study of Optimal Conditions for the Saccharification of Potato Mash by Fungoid
Enzymatic Preparations

K. Beran and M. Burger

Summary

A study was made of the influence of temperature on the formation of fermentable sugars and of the
influence of pH on dextrination activity in the hydrolysis of starch and potato mash by enzymatic
preparations of the moulds Aspergillus niger and Aspergillus oryzae (mould bran). The findings were
as follows: On 60 minutes’ saccharification of potato mash, preparationsof A, niger and A. oryzae differed
in relation to the formation of fermentable sugars as regards their optimal temperatures (A. niger 65 °C,
A. oryzae 55 °C). At these temperatures the preparation of A, oryzae formed 46.6% and the preparation
of A. niger 56.19, fermentable sugar in relation to the amount of starch present. The optimal tempera.-
tures also correspond to optimal dextrination activity. Optimal pH for the dextrination of starch hy
the preparation of A. oryzaeis 6.1 and a change in pH in the acid direction causes a considerable decrease.
Optimal pH for the dextrination of starch by the preparation of A, niger is 4.5 and changes in pH have
little effect. The significance of a low pH and the relatively high temperature in the saccharification
of starchy raw materials by the A. niger preparation is discussed with reference to distilling practice,
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Vliv chlortetracyklinu na aktivitu a-amylasy
MIKULAS BURGER, JOSEF ROKOS a PAVEL PROCHAZKA

Ceskoslovensks akademie véd, Biologicky ustav, mikrobiologické oddélen{, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Mélek

Doslo 4. 1. 1956

Pii fermentaci chlortetracyklinu kmenem Actinomyces aureofaciens obsahuje pro-
dukéni ptida obvykle zdroj Skrobu (Van Dyck a De Sommer 1952), ktery je béhem
fermentace odbouridvan na niz#i $tépy. Mira hydrolysy 8krobu a moZnost vyu#iti
vznikajicich cukri jsou pak zavislé na &innosti amylolytickych enzymi.

Bylo mo#no predpokladat, ze pfi hromadéni chlortetracyklinu ve fermentaénim
mediu, zejména p¥i vyssich koncentracich tohoto antibiotika, bude ovlivnéna ¢&in-
nost enzymi, hydrolysujicich §krob (Arora a Krishna Murti 1952). I kdy% 8krobnaté
suroviny (sojové mouka a jiné), obsaZené ve fermentadéni ptidé, maji pravdépodobng
také jinou funkei nez jako pouhy zdroj uhliku, je nutné z ekonomickych divodi
Hdit proces tak, aby doglo k dikladnému vyuZiti i samotného Skrobu.

Ke studiu vlivu chlortetracyklinu na amylolytické enzymy jsme pouZili enzyma-
tického preparatu, piipraveného z plisné Aspergillus oryzae, o némz je znamo, Ze
za naich pokusnych podminek hydrolysuje 8krob vyluéné «-amylisou (Burger
a Beran 1956). Nalezli jsme silny inhibi¢ni vliv vyssich koncentraci chlortetra-
cyklinu na tento enzym pii dextrinaci 8krobu.

Ukolem této prace bylo prostudovat podminky, pii kterych nastiva inhibice,
a pokusit se najit zpusob, jakym by ji bylo moZno odstranit, abychom mohli na
zéklad® téchto udaji studovat dinnost «-amylasy pii fermentaci chlortetracyklinu
produkénim kmenem Actinomyces aureofaciens.

Materidl a metody

Analytické metody. Aktivitu o-amylésy jsme stanovili modifikovanou Wohlgemuthovou metodou
(Balozerskij a Proskurjakov 1951), kterou jsme upravili. Visuaini srovnévéni jodoskrobového kom-
plexu se standardnim roztokem jsme nahradili stanovenim na Pulfrichov® kolorimetru. Z nasf sady
standardnich filtra se nejlépe osvédéil derveny filtr S 66, pfi kterém vykazoval jodoskrobovy komplex
nejvyssi absorpci. Dobu dextrinace gkrobu, potfebnou k vypoditéni amylolytickych jednotek podle
Wohlgemutha, jsme zjistovali extrapolaci koneénych hodnot propustnosti. Aktivitu o-amylasy uvadime
jednak v jednotkéch (Bglozerskij a Proskurjakov 1951), jednak v procentech propustnosti vzhledem
k standardnimu roztoku.

Poutité chemikdlie. Pousili jsme rozpustného &krobu p. a. (Lachema), chlortetracyklinu s 509, bio-
logickou aktivitou (Lederle Lab.) a ostatnich chemikéli{ analyticky &istych.

Pracovnt postup. K préci jsme pouzili enzymatického preparétu A. oryzae, ktery za nadich pokusnych
podminek dextrinuje 3krob vyluénd pomoci x-amylasy (Burger & Beran 1956). Suspensi tohoto prepa-
rétu ve fysiologickém roztoku jsme filtrovali & filtrat dialysovali 24 hodin pii pokojové teploté proti
400krat vdtdimu objemu redestilované vody 3krat vyméfiované. Mnozstvi pouZitého enzymu bylo
voleno tak, aby dextrinace prob&hla asi za 45 minut. Koneéné koncentrace skrobu byla 1%. Pokud
nebude jinak uvedeno, byla reakéni smés udrzovana pfi pH 5,6 0,1 M acetatovym pufrem. Inkubace
probihala p¥i teplotd 30 °C ve vodni l4zni. Uvadéné koncentrace antibiotika jsou vztazeny na koneénd
mnozstvi biologicky aktivniho chlortetracyklinu. pH reakéntho roztoku jsme po kaidém pokusu kon-
trolovali elektronkovym pH-metrem se sklenénou elektrodou.
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Vysledky
Vliv pH a pufri na inhibici dextrinace $krobu

Zjistili jsme, Ze chlortetracyklin méd ve vyssich koncentracich brzdici vliv na &in-
nost a-amyldsy plisné A. oryzae. Koncentrace chlortetracyklinu, pii které jiz dochazi
k inhibici, se pohybuje od 8 . 10-4 M do 1,2. 10-3 M (obr. 1—3).

100

80

60

40

20

0

Obr. 1. Vliv koncentrac{ chlortetracyklinu na in-
hibici a-amylésy A. oryzae ve fosfatovém pufru
PpH 6,0. Osa x = ¢as v min., 0sa y = propustnost
v %. pHroztoku 6,0, pufrovéno fosfatovym vsto-
jem koneéné koncentrace 0,01 M. I: kontrola, II:
400 pg, IIT: 600 pg, IV: 800 pg a 1000 pug
chlortetracyklinu v 1 ml].
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Obr. 3. Vliv koncentraci chlortetracykiinu na
inhibici a-amylésy A. oryzae ve fosfatovém pufru
PH 7,0. Osa x = das v min., osa y = propustnost
v %. PH roztoku 7,0, pufrovano fosfatovym
ustojem koneéné koncentrace 0,01 M. I: kontrola,
II: 400 pg, I1I: 600 ug, 800 ug a 1000 pg
chlortetracyklinu v 1 ml.
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Obr. 2. Vliv koncentraci chlortetracyklinu na
inhibici x-amylasy A. oryzae v acetatovém pufru
PH 6,0. Osa x = éas v min,, osa y = propustn- st
v %.pHroztoku 6,0, pufrovéno acetatovym usto-
jem konedéné koncentrace 0,1 M. I: kontrola a
400 pg, I1: 600 pg, IT1: 800 ug, IV: 1000 pg
chlortetracyklinu v 1 ml,

100

Obr. 4. Vliv pH na inhibici x-amylésy A. oryzae

chlortetracyklinem. Osa x = hodnoty pH, osa

Y = % inhibice x-amylasy A. oryzae chlorte-

tracyklinem. Pufrovéno acetétovymi ustoji

koneéné koncentrace 0,1 M. Konedéné koncen-
trace chlortetracyklinu 2 .10—3 M.
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Inhibice je zavislé na druhu poufitého pufru a na pH roztoku. V acetitovém
pufru o pH 6,0 (obr. 2) inhibuje chlortetracyklin v koncentraci nad 1,2.10-3 M.
Ve fosfitovém pufru o stejném pH inhibuje chlortetracyklin jiz v koncentraci
8.10-% M. Ve fosfatovém pufru pti pH 7,0 a stejné koncentraci antibiotika je inhi-
bice vét&i (obr. 1 a 3).

Inhibi¢ni téinek chlortetracyklinu na dextrinaci 8krobu se projevuje v acetdtovém
pufru od pH 4,8 vySe (obr. 4).

Vliv vépniku na inhibiéni G&inek chlortetracyklinu

Je znamo, %e vapnik je stabilisdtorem pro «-amylasy. Prokézali jsme v8ak, Ze inhi-
bice «-amyldsy za nasich po-
kusnych podminek neni zpuso-
bena odniménim Cat+ z roz-

Tab. 1. Vliv Ca®* na inhibici x-amylésy chlortetracy-
klinem, Pufrovéno acetétovym tistojem pH 5,6 konelné

toku chlortetracyklinem. Ani koncentrace 0,1 M.

velky pfebytek vdpniku (tab. 1) [, = Konetné koncentrace Jodnotky
nezpusobil podstatnou zménu v in- & : &-amylésy
“hibi#ni ginnosti chlortetracyklinu. chlortetracyklinu| _ CaCl,

Uvedené vysledky a skuteénost, 1 1,8.10-3M 1,8.107tM 0,84
%e jsme ve viech pokusech po- 2 1,8.10-3M 8.1073M 0,74
uzivali dialysovaného enzymatic- Z 18.1072 M s To-im 3’33
kého roztoku, dokazuji, Ze inhi- 5 _ 6. 10-° M 3,50
bi¢ni vliv chlortetracyklinu neni 6 — — 3.50

zplsobovdn odniménim nizko-
molekulédrniho stabilisdtoru.

Vliv né&kterych organickych kyselin na inhibi¢ni Gd&inek chlortetracyklinu

Jiz predeslé pokusy ukazaly (obr. 1 a 2), Ze inhibice a-amyldsy, vyvolana chlor-
tetracyklinem, zdvisi na druhu pfitomnych anionti. Jsou-li v8ak pfitomny anionty
n&kterych organickych kyselin, na pf. citronové nebo Stavelové v koncentraci
2.10-2 M, dochdzi k tiplnému odstranéni inhibice. Anionty kyselin ftalové, ben-
zoové, fumarové a vinné odstraiiuji inhibici nedplné, kyselin mlééné a propionové
v acetdtovém pufru nemély viubec vliv na inhibici vyvolanou chlortetracyklinem

Tab. 2. Vliv nskterych organickych kyselin na inhibici x-amyldsy
chlortetracyklinem

Pufrovéno acetatovym ustojem pH 5,6, konedné koncentrace 0,1 M.

Konedéné koncentrace sodnychsolikyselin2.10-2M chlortetracyklinu

2.1073M.
Jednotky x-amylésy
Sodné sal ptidavek
pfidsvané chlortetra
keyseliny 0 kyseliny cl:}lo;{;a;;a- cyklinu
¥ a kyseliny
stavelové 3,79 3,83 0,28 3,68
citronové 3,82 3,69 0,25 3,28
ftelové 3,83 3,83 0,26 2,71
fumarové 3,83 3,83 0,28 1,54
benzoové 3,83 3,83 0,26 1,47
vinné 3,79 3,67 0,28 1,44
propionové 3,83 3,75 0,23 0,27
mlééné 3,83 3,83 0,23 0,23
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(tab. 2). Zjisténé skuteénosti ndm daly podklad pro feseni daldi otdzky, zda totiz
inhibice aktivity «-amylasy, vyvolana chlortetracyklinem, probih4 reversibilng nebo
irreversibilné.
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Obr. 5. Vliv nésledného ptidéni citratu k -amy -
lase 4. oryzae inhibované chlortetracyklinem.
Osa x = ¢as vV Iin., osa y = propustnost v 9,
pH roztoku 6,0, pufrovéano acetétovym ustojem
kone¢né koncentrace 0,1 M. I: kontrola, II:
1000 pg chlortetracyklinu v 1 ml, v 45, min.
pridan 1 ml Na-citratu (konedné koncentrace

Obr. 6. Vliv nésledného pfidéni acetétu k x-amy-
lase A. oryzae inhibované chlortetracyklinem.
Osa x = ¢as v min., osa y = propustnost v 9%,
PH roztoku 6,0, pufrovano fosfatovym tstojem
konedéné koncentrace 0,01 M. I: kontrola, II:
600 pg chlortetracyklinu v 1ml, ve 45. min,
pfidan 1ml Na-acetdtu (kone¢éns komncentrace

2.1072 M), III: 1000 pg chlortetracyklinu
v 1 ml, ve 45. min, pfidén 1 ml H,0.

2.10-1 M), III: 600 pg chlortetracyklinu
v 1 ml, ve 45, min, piidéan 1 ml, H,O0.

Pridavek citratu (acetatovy pufr) nebo acetatu (fosfatovy pufr) do reakéni smési,
ve které byla x-amyldsa pfedem inhibovéna chlortetracyklinem, odstrafiuje inhibici
(obr. 5 a 6). Rychlost dextrinace 8krobu po p¥idéni téchto kyselin je stejnd jako
v nepfitomnosti chlortetracyklinu. Odstranéni inhibice je tedy tuplné. Uvedené
vysledky svéd¢i o tom, Ze inhibice a-amyldsy chlortetracyklinem je reversibilni.

Diskuse

Mimo studie o bakteriostatickém nebo bakteriocidnim déinku antibiotik existuje
fada praci, které se zabyvaji otdzkou plsobeni antibiotik na jednotlivé enzymatické
systémy jak in vivo, tak in vitro (Agarwala a sp. 1952, Arora a sp. 1954, 1955a, b,
Brody a sp. 1954, Ghatak a sp. 1953, Iyer a sp. 1953, Jacobson a sp. 1954, Loomis
1950, Saz a sp. 1954, Zimmerman a sp. 1953). Charakteristickym rysem téchto
praci je, Ze se v nich pouZiva nepomérné vys$Sich koncentraci antibiotik, neZ pii
kterych se jiz projevuji jejich bakteriostatické nebo bakteriocidni vlastnosti. Jiz
tato okolnost nasvédéuje tomu, Ze v uvedenych piipadech se projevuje vliv anti-
biotika na enzymaticky systém nespecificky a je proto problematické vztahovat
tyto vysledky k osvétleni zmén enzymatickych déji pfi Géinku antibiotik na mno-
zeni mikroorganismu. I my jsme pouZivali vysokych koncentraci chlortetracyklinu
pfi studiu ovlivnéni aktivity «-amyldsy b&hem dextrinace $krobu. Nami pouzité
koncentrace jsou vSak aktualni pfi fermentaci Actinomyces aureofaciens, kde icinkem
vysokého obsahu antibiotika miuZe dojit k ovlivnéni nékterych enzymatickych
systémi.
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Na%e pokusy dokazuji, Ze vys§i koncentrace chlortetracyklinu inhibuji dextri-
nadéni ¢innost a-amylisy 4. oryzae. Je dilezité, Ze tato inhibice se d4 snadno od-
stranit nékterymi organickymi kyselinami, které v8ak samy &innost studovaného
enzymu neovliviiuji. Tim, je déna moZnost prostudovat ovlivnéni «-amylisy u Acti-
nomyces aureofaciens béhem fermentace produkovanym chlortetracyklinem & v pii-
padé inhibice métit obsah a-amylasy.

Van Meter a Oleson (1951) ptedpokladdaji, Ze chlortetracyklin brzdi n&které reakce
Krebsova cyklu, protoZe kyselina citronova odstraitiovala inhibiéni vliv chlortetra-
eyklinu pfi studiu dychani homogenatt krysich jater. Skuteénost, Ze téz v naSich
pokusech kyselina citronova i jiné kyseliny odstrafiovaly inhibi¢ni vliv chlortetra-
cyklinu na amylolyticky enzymaticky systém, nasvédéuje, Ze chlortetracyklin mohl
¢inkovat 1 na jiné systémy, souvisici s dychdnim jater.

V nékterych ptipadech nizsi koncentrace antibiotik aktivuji ¢innost enzymiu, pii
vysgich koncentracich ji v8ak inhibuji (Smith a sp. 1949). Je pravdépodobné, Ze to
plati i pro vliv chlortetracyklinu na «-amyldsu. Arora se spolupracovniky (1952)
zjistili, Ze pfi niZiich koncentracich chlortetracyklinu, neZ jsme pouzivali my ve
svych pokusech, dochdzi k aktivaci amylolytického systému sladu a plisni. Je v8ak
nutno zdiraznit, Ze tito auto¥i sledovali aktivitu amylolytického systému na zakladé
zvy$eni redukéni mohutnosti. Timto zptsobem nevylouéili moznost dinku jinych
enzymt, a to zejména maltisy.

Souhrn

Prokazali jsme inhibiéni vliv chlortetracyklinu v koncentraci 8.10-% M a vyssi
na dextrinaéni ¢innost a-amylisy plisné Aspergillus oryzae a studovali jsme vliv pH,
Cat+* a nékterych organickych kyselin na tuto inhibici.

Inhibice «-amyldsy, vyvolana chlortetracyklinem, se d4 odstranit citritem,
oxaldtem a jinymi anionty organickych kyselin. Inhibice «-amyldsy je reversibilni.

Akademiku I. Mélkovi a Dr J. Ridicovi dékujeme za zéjem a ptipominky p¥i této préci.
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BrusiHMe XJIOpTETPALMKIMHA HA AKTHBHOCTH O-aMMJIA3BI
M. Bypzep, H. Poxoc u I1, IIpozaska
Pesrome

Mo moxasanmm 3afiepKuBaiolliee BIMAHWE XAOPTETPAUMKINHA, B KoHIeHTpauuu 8 . 104 M
M BBllle, HA AeKCTpUHHpYiollee RefictBue o-amuiuase Iilecenn Aspergillus oryzae. Mum maydanu
BauAnue pH, nonos Ca'+ u HeKOTOPHX OpraHMYecKUX KUCIOT Ha ero 3afepsKuBampoinee RelicTBue.

YFHeTanmee AelicTBUE XJIOpTEeTpaNKINHA HA &-aMHJIa8y MOHHO YCTpaHHMTb C IIOMOIIbIO INTpAaTAa,

OKcaJrara 1 ip yrUX aHMOHOB OpraHUYecKUX KUCJIOT. YTHeTeHHe X-aMUJIABHl XJIOpTeTpAUNKIMHOM —
ABJeHMe oOpaTuMoe.

The Influence of Chlortetracycline on the Activity of «-amylase
M. Burger. J. Rokos and P. Prochdzka
Summary
The inhibitory influence of chlortetracycline in a concentration of 8 X 10~4M and upwards on the
dextrination activity of x-amylase of the mould Aspergillus oryzae was demonstrated and a study
was made of the influence of pH, Cat and certain organic acids on this inhibition. Inhibition of

«-amylase, produced by chlortetracycline, can be cancelled by citrate, oxalate and other anions of
organic acids. Inhibition of x-amylase by chlortetracycline is reversible.
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Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE
roénik 1. (1956) — ¢&. 3

Stav nevnimavosti v prub&hu experimentélni stafylokokové infekce. II.

JIRT JOHANOVSKY
Ceskoslovensks akademie vdd, Biologicky ustav, mikrobiologické oddsleni, Praha

Reditel tstavu akademik Ivan Malek

Dodlo 10. 10. 1955

V pfedchozim sdéleni (Johanovsky 1956 b) jsme publikovali vysledky ziskané pti
stafylokokové reinfekei u kralikd, kterym bylo 24 hodin ptedem vst¥iknuto intra-
venosné pfiblizné 1/10 DLM stafylokokové kultury. Zjistili jsme, ze timto zpa-
sobem lze vyvolat stav relativni odolnosti a pokusili jsme se sledovanim hladiny
leukocytt a podtu mikrobit v krvi i orgédnech urdit jeji mechanismy.

Mohli jsme timto zplisobem rozlisit dva typy reakei, vznikajici v zavislosti na
tom, zda jsme pouZili k ptipravné infekei bud velké ddvky nevirulentni kultury
nebo malé divky virulentni infekce. V této préci chceme objasnit pfedeviim né-
kolik otézek o specifinosti a o tdasti antitoxickych mechanisma pfi obou typech
reakei.

Materidl a metody

K pokusim jsme pouZili pfedeviim dvou kmeni stafylokokda (Wood A virulentnf a Wood B neviru-
lentn{) popsanych v naif prvni préci (Johanovsky 1956 b); mnoZstvi mikrobu jsme uréovali foto-
metricky. Déle jsme pouZili blife neurdenych kmeni hemolytickych streptokokii, pneumokoki.
& Salmonella paratyphi B. Zde jsme dévky uréovali podle pfedbdiné titrace letdlnosti a kontrolovali
fotometricky, aviak bez stanovenf, jakému mnoistvi fivych mikrobii uZit4 suspense odpovida.
Suspensi jsme ptfipravovali vidy z 20hodinové kultury na pevnych padéch, toliko u streptokoku poufi-
tych k vlastni (nikoliv pfipravné) infekei jsme pracovali s 12hodinovou kulturou z bujonu, kultivova-
nou na tiepadce.

Jako pokusnych zvifat jsme pouzili kralikii o véze 2—2,5 kg a v nékolike p¥padech té% mordat
o véze 300 az 400 g. Podet mikrobit v krvi jsme urdovali kvantitativné stejné jako v predchozf préci
(Johanovsky 1956 b). Bakteriemie byla v nskterych pt{padech stejns u pokusnych i kontrolnich zvi-
tat 8 rozdily podtu mikrobu o 10 az 20 %. Jindy byl podet mikrobui v krvi u pokusnych zvifat snifen
pfiblitné na ! nebo 1% hodnot kontrol. Tyto vysledky uvédime v tabulkéch jen souhrnns, ponévads
byly obdobné jako v predchozi préci.

Zmény antitoxické odolnosti jsme zjistovali tfemi zpusoby: 1. titraci antitoxického G¢inku sera
béznou hemolytickou metodou (Vygoddikov 1950), 2. podle schopnosti organismu vézat toxin po intra-
venosnim vstiknut{, co jsme zjistovali uréenfm volného toxinu v seru hemolytickou titraci za 10 minut
po vstiknuti 1, DLM toxinu intravenosnd kril{kim, 3. urdenfm smrtelné d4vky toxinu u moréat,
t. j. registrac{ doby smrti po riznych ddvkéch toxinu intrakardislng, Déle jsme uréovali nekrotické
a z6ndtlivé dévky toxinu pfi intradermélnim vstifknuti riznych fedéni krdlikim, Jako kontrolu
specifitnosti jeme zjistovali tidinek difterického toxinu fed&ného 1 : 1000, 10% roztoku CaCl; & kon-
centrovaného alkoholu, vsttikovanych intradermalns v davkéch po 0,2 ml. Viechny reakce jsme hodno-
tili za 24 a 48 hodin. Toxin jsme ptipravili kultivaci mikrobu na celofanu (Johanovsky 1956 c), jeho
hemolyticky titr byl 1 : 5120,
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Vysledky
Specifiénost zmén odolnosti po stafylokokové infekei
V prvych pokusech jsme zjistovali, zda odolnost vyvolana intravenosni stafylo-
kokovou infekei je specifickd & ne. Vysledek pokusu uvadi souhrnné tabulka 1.

Tab. 1. Specifitnost zmén vnimavosti organismu po predbs&iné stafylokokové infekei virulentni (Wood A)
a nevirulentni (Wood B). Znad¢ka Z = trvale preziva

Doba zivota ve dnech
Pokusné Pripravng Vlastni i Prubéh
zvite infekce infekce pokusna kontroly bakteriemic
zvirata

Kralik Wood A pneumokoky 42z 5z —
20 mil 1 ml

Kralik Wood A Para B 1 ml 11243% 122 —
40 mil

Kralik Wood A Para B 0,75 ml 224 233 —
10 mil

Morée Wood A streptokoky 12245 22334 —
50 mil 2 ml

Kralik Wood B streptokoky 244z 113 —
100 mil 1 ml

Kralik Wood B streptokoky 36z 223 zZvySena
200 mil 0,75 ml ocista

Morce Wood B streptokoky 245617z 2334 zvyiena
400 mil 1,5 ml ocista

Tab. 2. Zmény vnimavosti organismu k stafylokokové infekci po predbsiné infekei jinymi mikroby.

Znagka 7 = trvale pfeZiva.

Doba zivota ve dnech
Pokusné Ptipravng Vlastni Prubéh
zvite infekce infekce pokusné kontroly bakteriemie
zvirata
Morée pneumokoky Wood A 22233 12247z —
0,5 ml 2 miliardy
Morcée streptokoky Wood A 112344 112446 —
0,2 ml 2 miliardy
Morce streptokoky Wood A 112333 12233 stejna
0,3 ml 3 miliardy
Kralik streptokoky Wood A 18 21 30 hod. | 18 20 29 hod. stejné
0,2 mi 100 mil
Morce streptokoky Wood A 2355 % 122233 zvysens,
+ bujon 0,5 ml 3 miliardy ocista
Kralik streptokoky Wood A 44z 1,5 3 ‘zvylens
-+ bujon 0,5 ml 3 miliardy ocista
Kralik bujon 0,5 ml Wood A 36% 1,5 3 zvysena
200 mil : ocista
112
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Ukézalo se, Ze mals ddvka virulentni infekce kmene Wood A nezvysi odolnost vadi
heterologni infekei; velkd davka nevirulentni infekce kmene Wood B zvysi odolnost
vidi streptokokové infekci podobné jako proti reinfekei specifické a dochézi pti tom
k rychleji otisté krve od vstifknutych mikrobi.

V druhé ¥ad® pokusi jsme zkoumali, zda piipravnd infekce jinymi mikroby
vyvold zvyleni odolnosti vii¢i nésledné infekei stafylokokové (tabulka 2). Nalezli
jsme, %e zatim co vstfiknuti nevelkého mnoZstvi pneumokoki nebo streptokokii
nevyvoléd zvySenou obranu vudi letalni ddvce stafylokokové infekce, vzniks tato
zvydens odolnost tehdy, vstiikneme-li sou¢asné s témito mikroby bujon nebo
vstifkneme-li bujon samotny. PFitom se opét ukazuje zvySens odista krve od
mikrobi.

Pii konfrontaci téchto vysledku s pfedchézejicimi pokusy znovu zjisfujeme, Ze
zde miuZeme rozlidit dva razné typy reakei. Specifické jsou zmény po malé dévce
virulentni infekce, nespecifické zvySeni odolnosti nastavd po vétdi davee infekce
nevirulentni nebo po vstiiknuti bujonu, v obou p¥ipadech provizené urychlenou
odistou krve od mikrobi.

Zm&ny antitoxické odolnosti

V prvych pokusech jsme sledovali, jak pfedb&ins piiprava pokusnych zvifat
zméni pribéh letdlni stafylokokové intoxikace a ovlivni velikost akutn® smrtici

Tab. 3. Vliv predbdiné stafylokokové infekce virulentni a nevirulentn{ na odolnost organismu vuéi
letaln{ intravenosni stafylokokové intoxikaci. Udaj doby smrti 8° znameng smrt do rana druhého dne.
Znadka % = trvale pieZiva

Dévka toxinu Doba smrti v minutach po vstiiknut{ toxinu
intrakardidlng .
piiprava piiprava piiprava
v ml (1 : 5) kontroly Wood A 80 mil | Wood B 500 mil bujon 0,5 ml
0,7 2 4 — 5 b5 6 8 4
0,6 — — 4 8 8 % 5 9 8
06 3 4 5 7 3 37 7T i 5 9 8° 8°
0,4 ¥ 5 T 18 1200 ¢ 5T 90’ 8° 80 %
0,3 4 5 6 T 5 7 9 60 % iz 8° 8° %
7' 60" 8°
0,256 12° 60" 60’ 80" % — %
0,2 60’ % % % — —
Akutn® smrtici
dévka 0,3 ml 0,3 ml 0,7 ml 0,56—0,6 ml

dévky toxinu. Jako p¥ipravného podnétu jsme pouzili: a) virulentni infekce kmene
Wood A v imérné ddavcee, b) nevirulentni infekce kmene Wood B ve velké davce,
¢) jako nespecifického kontrolniho podnétu vst¥iknuti bujonu, vesmés provedenych
24 hodin pfed vlastnim pokusem. Souhrn vysledkd ukazuje tabulka 3.

Po malé davce virulentni infekce se odolnost viéi intoxikaei prakticky téméf
neméni, zato vzniké jeji zvy¥eni po pouZiti jak bujonu, tak pfedeviim velké davky
nevirulentni infekce.

Podobného vysledku jsme dosahli i pomoci dvou nepfimych metod, a to uréenim
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antitoxickych vlastnosti sera 20 hodin po p¥ipravné infekci (tabulka 4) a uréenim
mnozstvi volného toxinu v seru 10 min. po vstiiknuti 14 DLM stafylokokového
toxinu intravenosné (tabulka 5).

Tab. 4. Antitoxické vlastnosti ser kraliku kontrolnfch a pfipravenych piedbéinou virulentni a malo
virulentni infekei

Predb&ing piiprava Antitoxicky titr sera

Wood A 20 mil /24 132 132 132 j.
Wood B 200 mil 1/8 /16 116  1/24 .
Kontroly 1/24 1/24 1/32 i.

Tab, 5. Uréeni cirkulujiciho toxinu v krvi kralikG pokusnych a kontrolnich 10 minut po vstiiknuti
Y2 DLM stafylokokového toxinu intravenosnd, V tab. uveden stuperi hemolysy 19 krali¢ich krvinek
za 1 hod. v termostatu.

v 5 “ Hemolyticky titr sera kralika

Predbzné piiprava 1:1 1:2 1:3 1:4 1:6 1:8 1:12 1:16

" Wood A 20 miliont bt F At 4 — - -
s s o SN E E R S R T —
e T S
tH++ At b — = =
Waod B 200 miliont — — — — —_ — — —
++ — — - - = = =
S — - = - = =
++++ A+ - = = = -
Kontroly I - = = = =
A i e N T T e
Fohtt bt bt b - —

Po malé ddvee virulentni kultury se ani nezvysuje antitoxiénost sera, ani neni,
ve srovndni s kontrolami, zm&n v stupni toxemie po vstiiknuti toxinu. Po velké
ddvee nevirulentni kultury dochézi k malému zvyseni antitoxickych schopnosti
sera (pravdépodobné nespecifického charakteru) a amérné k tomu ke snizeni mnoi-
stvi cirkulujiciho toxinu p¥i subletalni intravenosni intoxikaci.

Z téchto pokusu lze uzaviit, Ze zatim co mald dévka virulentni infekce neméni
antitoxickou odolnost pokusnych zvitat, velkéd davka nevirulentni infekece a podobné
i vstiiknuti bujonu ji zvysuje.

Zmény reakce na intradermdlni vstiiknuti stafylokokového toxinu

Pii zjistovani ddinku stafylokokového toxinu intradermalnd u kralikéi kontrol-
nich a piipravenych pfedb&znym vst¥iknutim malé davky virulentni infekce, velké
davky nevirulentni infekce nebo bujonu jsme doséhli téchto vysledki:

Po intravenosni stafylokokové infekei nevirulentnim kmenem ve velké daivee
a obdobné i po vstiiknuti stafylokokové vakeiny a bujonu dochézi ke zvySeni odol-
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Tab. 6. Vliv pfedbézné stafylokokové infekce velkou ddvkou nevirulentni kultury na reakei organismu
pti intradermalni stafylokokové intoxikaci. V tab. uvedeno pro jednotlivé zvifata nejmensi fedénf
toxinu, ddvajici{ nekrosu nejménd 5 X 5 mm

Nejmensf nekrotick4 davka toxinu
Piipravna infekce Rea.kcgﬁn;é
Wood B . Y nespecitic
kontrol piiprava bujon pifprava podnéty
y 0,5 ml infekce
500 mil 1:30 1:30 1:10 1:10{<1:10 1:10 snifend
>1:30 1:100 1:10>1:10f 1:10 1:30
(jen bujon) 1:80 > 1:80 1:40 1:40 — : —
>1:80 1:160 [>1:40 1:80
500 mil 1:100 1:100 — 1:30 1:30 sniZené
>1:100 1:30
vakcina 500 mil 1:40 1:80 — <1:20 1:20 —_—
1:80 1:20 1:20

nosti vadi intradermalnd vst¥iknutému toxinu, t.j. k vyvoladni nekrosy je tfeba
vétsich davek toxinu (tabulka 6). Toto zvySeni odolnosti neni' specifické, nebot
u t&chto zvifat jsou mensi rozsahem a intensitou i reakce vyvolané intraderméalnim
vst¥iknutim difterického toxinu, alkoholu a CaCl, (tabulka 7).

Po malé dévce virulentni stafylokokové infekce kmene Wood A se méni vni-
mavost k intradermalnimu vsti{knuti stafylokokového toxinu tak, Ze k nekrose
dochézi jiz pii vyssich Ffedénich, t. j. pfi menSim mnoZstvi toxinu (tabulka 8).
Tyto zmény nevzniknou po pouziti vakeiny a jsou specifické, reakce na jiné podnéty
je stejnd jako u kontrol (tabulka 7). Ptitom jsme ve vSech pokusech vidéli,
ze je soudasnd zmirnén rozsah a intensita zanétlivych reakei na vstfiknuté
malé davky toxinu. Ve zvladtnim pokusu jsme pouzili pouze téchto nevelkych
davek vyvoldvajicich zdnétlivou odpovéd bez nekrosy; vysledek jsme zcela jasné
potvrdili (tabulka 9).

Shrnujeme, Ze jsme v téchto pokusech prokazali, Ze po velké dévce nevirulentni
stafylokokové kultury, vakeiny nebo po bujonu se nespecificky zvySuje odolnost
vidi intraderméalnimu vstiiknuti stafylokokového toxinu. Po vstifknuti malé
davky virulentni infekce dojde ke zméndm specifickym, které se projevi jednak
sniZenim zan&tlivych reakei vyvolanych malymi ddvkami toxinu, jednak zvyZe-
nim nekrotickych reakei po vstiiknuti stafylokokového toxinu. ‘
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Tab. 7. Zmény vnimavosti na nespecifické podnéty po predbéiné stafylokokové infekei malou ddvkou

virulentni a velkou davkou nevirulentni stafylokokové kultury. Vyklad symbolia: N = nekrosa,

R, r = erythem, I, i = infiltrat podle intensity, &{selny tdaj znamen4 velikost v mm. Shodné vysledky
byly zfskény celkem na 13 krélicich kontrolnich a 23 pokusnych

Nespecificky
podndt

Diftericky toxin 1 : 1000

Alkohol 0,1

CaCl, 10 %

Reakce za 24 hod. u skupin zvifat
piiprava piiprava
kontroly Wood A 20 mil Wood B 200 mil
N 12RI 18 N 10 RI 20 N 6 RI 12
N 12 RI 20 N 10 RI 18 N 4RI10
N 10 RI 20 N 12 RI 18 N4RI12
N 20 N 20 N 10
N 18 N 20 N 12
N 25 N 22 N 8
RI 15 Ri 15 r 8
Ri 15 RI 12 ri 10
Ri 12 RI 15 r +

Tab. 8. Vliv pfedbsiné stafylokokové infekce malou davkou virulentn{ kultury na odpovéd organismua
pfi intradermélni stafylokokové intoxikaci. V tab. uvedeno pro jednotliva zvifata nejmensi fedsni
toxinu, které vyvold nekrosu nejméng 5 X 5 mm

Piipravna Nejmensi nekroticka davka toxinu Reakce na
infekce nespecifické
Wood A pokusni krélici kontroly podnéty

20 mil 1:120 1:120 1:120 1:45 1:45 1:60 —

1:180 > 1:180
20 mil 1:150 1:200 1:200 1:300 1:50 1:75 1:75 —
40 mil 1:160 1:160 > 1:160 1:320 1:80 >1:80 nezmeénéng,
>1:80 1:160
20 mil 1:40 1:160 1:160 1:80 1:80 1:80 nezmeénéna,
1:160 1:320 1:320
Vakcina 1:80 1:80 1:80 1:80 1:40 1:80 1:80 —
40 mil | .

Tab. 9. Zmény vnimavosti k malé dévce stafylokokového toxinu intraderméilns a jejich specifiénost
po predbéiné infekci malou dédvkou (20 milioni) stafylokokové kultury Wood A, Pro stafylokokovy
toxin uvedeny vysledky jednotlivych zvifat, u nespecifickych podnéta pramér vysledku celé skupiny.
Vyklad symbola v tab, 7

Pokusn4 zvifata Kontroly
Stafylokokovy
toxin 1 : 160 + r410 r+6 4+ + ri 10 RI 25 RI 25 RI 20
Stafylokokovy )
toxin 1 :320 — —_ + —_ —_ — ri 12 Ri 12 RI 15
Diftericky
toxin 1 : 1000 N 12 RI20 N 11 RI20
Alkohol N 21 N 22
CaCl, 10 9% Ri 12 Ri 14
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Diskuse

V této praci jsme ziskali vysledky, které dopliiuji nase predeslé sdéleni a miZeme
proto ob& shrnout v celek. Po ptipravné intravenosni stafylokokové infekei vznikaji
zmény reakce organismu, které mohou mit dvoji rizny charakter.

1. Prvy typ reakce vznikd po vstiiknuti vétdich ddvek malo virulentni infekce
nebo po velké davce stafylokokové vakeiny; analogické zmény nastdvaji i po vstiik-
nutf bujonu. Tento typ reakce se projevuje zvysenou odolnosti viiéi infekei riznymi
mikroby, spojenou se zvysenou odistou krve, déle zvySenim antitoxickych mecha-
nismil a odolnosti vidi letdlnimu udinku stafylokokového toxinu, zvysenou odol-
nosti vidi stafylokokovému toxinu a jinym dréZdivym latkdm vst¥{knutym intra-
dermélng. Jde zfejmé o znadmou nespecifickou reakci, kterd nastdvd v organismu
P styku s cizorodym antigennim podrazdénim.

2. Druhy typ reakei vznika po vstiiknuti nevelké davky virulentni stafylokokové
kultury, nevznikd v3ak po analogické davce mdlo virulentnich mikrobii ani po
piisludné vakeing, pfi éemZ vyvolané zmény jsou specifické. P¥i intravenosni stafylo-
kokové reinfekei obsahuje krev a organy stejné mnozstvi mikrobl a hladina leuko-
cytt probihd podobnd jako u kontrol, aviak pokusns zvifata prezivaji, kontrolni
hynou. Tento typ ochrany nevznikd po piipravné stafylokokové infekci viéi rein-
fekci jinymi mikroby a stejn& tak po pkipravné heterologni infekci nevznikd vidi
reinfekei stafylokokové. Zvysensd odolnost neni spojena s Zddnymi projevy jakych-
koliv antitoxickych mechanismi a reakei. Pfi intradermdlnim vsttiknuti stafylo-
kokového toxinu vznikaji nekrotické reakce rozsahlejsi a jiz po mensich ddvkach
toxinu ne% u kontrol; soudasné je sniZena intensita a rozsah zénétlivych zmén po
malych ddvkach toxinu. I tyto zmény jsou specifické, uplatiiujici se jen vidi stafylo-
kokovému toxinu.

Zd4nlivé protichidny vysledek pfi intradermélnim vst¥iknuti toxinu je moZno vysvétlit velmi dobfe
na zéklads nasich starsich pracf o mechanismech mikrobnich intoxikact (Johanovsky 1956 a). Prokizali
jsme tehdy podle histologického obrazu i podle biologickych odpovédi organismu, Ze z&ndtlivé reakce
a nekrosa vyvolani stafylokokovym toxinem jsou dvé reakce zdkladns odlisného typu. Nekrosa vznikd
piimym ueinkem stafylokokovych toxinii, enzymu atd., z4nét po vstiiknuti mensich ddvek toxinu
piedstavuje odpovéd organismu jako celku za pravdépodobné tdasti reflexnich mechanismii,

Visechny podminky, které potlaéuji a zeslabuji obrannou zénétlivou reakei (utlum vatdfm mnozstvim
soudasnd vstiiknutého toxinu, narkoticky spanek, rané stadium ontogenesy) vedou soudasnd k vétsi
moznosti bezprosttedniho udinku stafylokokového toxinu a tim k zintensivnéni nekrotickych reakei.
K podobnym z4véram o vlivu zénétu na udinek stafylokokového toxinu dospsl na zéklad$ jiného
pokusného materidlu i Kenton (1939).

Na3 vysledek v téchto pokusech lze plnd vyloZit tim, Ze vlivem pfedbdiné infekce dochézi k ze-
slabeni z&nstlivych reakef po vstiiknuti toxinu a tim k astdjifmu a v&tdimu vzniku nekros. Prvotni
zménou je tedy snifend odpovéd organismu na piitomnost vstf{knutého toxinu. Pfitom z&nétlivé
i nekrotické reakce na ostatni podnéty (diftericky toxin, CaCl,, alkohol) jsou zachovdny v normélnim
rozsahu jako u kontrol, jde tedy o zménu specifickou vidi stafylokokovému toxinu.

Tento vysledek ukazuje podobnost s odolnosti pozorovanou pii intravenosni
reinfekei. V obou ptipadech dochézi k takovym staviim, Ze organismus nereaguje
na piitomnost patologického drazditele (toxinu nebo mikrob#) obvyklym zpiisobem,
%e pHpravna infekce jej zménila v tom smyslu, Ze uréité mnozstvi patologickych pod-
nétd plsobi na n&j slab&ji, aniz by bylo moZno prokazat odpovidajici obrannou
reakei.

Pokud jde o podstatu téchto zmén, nabizi se pfimo pouZiti vyrazu nevnimavost
v podobném smyslu jako Speranského (1952, 1953) pojem ,,neonemocnéni‘, Adova
(1952) patogenetickd imunita a podobné. Je tfeba viak zdiraznit, Ze tyto pojmy
bez podrobné analysy konkretnich mechanismi v kazdém jednotlivém p¥ipadé nic
nevysvétluji, mohou pouze souhrnné oznadovat uréité jevy nebo tivahové ptedstavy.
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Ze v prabdhu infekénich a toxickych procestt dochazi ke zméném vnimavosti a citlivosti na piislugné
antigeny, 1ze doloZit zcela bezpeéns. Jde o celou fadu nélezit od znamych praci Adovych (1951, 1952),
Ragkové (1952—19585) aj. kriznym empirickym zkugenostem klinickym i experimentalnim, jak jsme je
i s vlastnimi doklady shrnuli v dfivéjsich praci (Johanovsky 1956a). Je nutno brat v tivahu i fadu
jinyeh, vétsinou nespecifickych zmén nastévajfcich v organismu pod vlivem infekee nebo vpraveni
cizorodych antigent, jako jsou zmény vysif nervové &innosti (Gordeleva 1953, Kotljarevskij 1953,
Vygodéikov 1955 a j.), zmény vegetativniho nervového systému (Hoff 1944, Serova 1953, Ganjusina
1953, Bezuglov a Brainina 1955), hormonéln{ (Westphall, Liideritz a Keiderling 1952, Maslinski 1954,
Frimmer 1953), metabolické (Waniek 1940, Westphall 1955), zmény teplotni regulace (souhrnnég viz
Sterzl 1956), mesenchymalni tkan® (Favilli a McClean 1937, Vuchert 1953, Aga Zade a Nasrullaeva
1954 a j.). Na viechny tyto moZnosti a konfrontace s nimi by bylo nutno myslet pti ka?dém pokusu
o vyklad mechanismu nasich vysledki.

Zmény odolnosti na zaddtku a v prubshu infekéntho procesu byly popisovény, oviem bez jaké-
koliv analysy, jiZ od nejstarsich dob mikrobjologie a imunologie (Denys a Lecleff 1895 a j.). Troickij
(1950) uvazuje o jejich vztahu k mechanismu,u¢inku zivych vakein. Nejnovéji se otdzkou nesterilni
imunity u experimentélni infekce 8. typht u mySek zabyvala Sviridova (1955). V souboru nékolika
praci dosla k zdvérum, Ze po vstiiknuti malé infekéni davky nastupuje rychle relativng dobra odolnost,
specificky vézand na antigenni strukturu pouzitych mikrobui. Slabsi nespecificks, odolnost vzniké i po
infekei E. coli, nevzniks v3ak po vstifknuti{ vakeciny misto #ivé infekce. Dobra odolnost (prezivani
ngkolika smrtelnych dévek) neni provézena schopnosti eliminovat vstiiknuté mikroby z vnitfnich
orgénd; tento imunitni mechanismus se objevuje az daleko pozdéji pfi vzniku sterilni imunity post-
infekéni. Néktef{ pracovnici francouzské $koly navrhovali pro tyto a podobné stavy predevsim u tuber-
kulosy, ale i u jinych nemoci, ndzev premunita (Sergent a Parrot 1935, Sergent 1950). Rychlé zmény
odolnosti v pribshu infekce mohou mit nékdy znaény vyznam a dosah, jak ukazuje tento priklad:
pii experimentdlni chfipkové infekci mydek v nesmrtici dévce se virus pomno#f v plicich v prvych
1-—2 dnech na vice neZ ndkolik desitek smrtelnych ddvek schopnych infikovat a usmrtit normalni
mysky; v nakaZeném organismu toto velké mnozstvi viru nevyvolavé zvlé$tnich reakei a patologickych
zmén (Bieling 1944).

Vysledky obdobné nadim byly popisovény i mimo ramec predstav a pokusii sméfujicich k opakovéng
vysledkit Morgenrothovych ve dvacatych letech. Bernheimer a Cantoni (1947) popsali, %e 24 hodin
po vstifknuti malé davky streptolysinu nastdva u pokusnych zvifat specifické a nikoliv protilatkova
odolnost vudi smrtelné ddvee tého# jedu. Jinym piikladem jsou i zmény odolnosti nastupujici do
24 hodin i dfive po aplikaci specifické vakciny nebo anatoxinu, opst bez udasti protilatek. Tyto zmény
byly popsény nékolikrate pro intoxikaci tetanickou (Raynaud a Wright 1953, Goldman, Turner a Staf-
ford 1954, Lemetayer a j. 1950 a 1954), experimentélni infekei rickettsiemi (Price, Johnson, Emerson
a Preston 1954) a H. pertussis (Evans a Perkins 1954). Na zékladé nasich pokusnych vysledki podobného
sméru (Johanovsky 1956 a) i z rozboru praci vyse uvedenych lze dnes presvédeive dolozit, %e pii vykladu
téchto jevi nelze vystadit s pfedpokladem o mechanické interferenci na vnimavych strukturach bunég-
nych, jak &ini tito autofi na podklads$ analogie s interferenci virovou. Skutedna podstata této rychlé
adaptaéni reakce organismu zistavé v3ak, podobng jako tyto nafe vysledky, dosud nevysvétlitelnd.

Souhrné lze iici, Ze jsme jasné prokéazali vznik specifické odolnosti vadi infekei,
kterou nelze vyloZit béinymi antimikrobnimi (fagocytdrnimi) nebo antitoxickymi
obrannymi reakcemi, Ze vSak nelze kromé vice ¢i méné opodstatnénych dohadi
dosud nic Fici o jeji podstaté a mechanismech. Zistava zde oteviena fada dalsich
otazek, na pfiklad rozdilu mezi nevnimavosti vidi intravenosni infekei a nezvyse-
nou odolnosti viaéi celkové intoxikaci, svédeici pro moznost dvou odchylnych mecha-
nismi, pfesnéji feteno pro to, Ze o osudu infekce rozhoduji jestd jiné faktory ovliviiu-
jici organismus jako celek, nez toliko piimy téinek stafylokokového toxinu na srdce
(Kellaway, Burnet a Williams 1930, Enikeeva 1952) a plicni cévy (Kellaway a j. 1930,
Malek 1954).

Dalsi perspektivni myslenkou je pavodni ndzor Morgenrothiv (1920, 1921),
pozdéji popirany (Philipson 1937, Krylov 1947, Sviridova 1955 a j.), Ze pfipravna
infekce vede k takovym zménam tkani organismu, %e mikroby vpravené do nevni-
mavého organismu prii reinfekei ztrdceji virulenci (odtud nazev ,,depresivni‘‘ imu-
nita). V tom by mohlo byt nalezeno vysvétleni, pro¢ stejné mnozstvi mikroba
udinkuje kvantitativné méné patogenns u piipravenych zvifat nez u kontrol. Opod-
statnéni naléza tento nizor v urditych jevech s druhé strany, t. j. v mozZnosti zvy-
Sovat virulenci stafylokoku za urditych stava tkani organismu, pfedevidim zanétu
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(Kourilsky a Mercier 1941), stejnd jako v obdobnych Gvahich Planelesovych (1955).
Tyto otdzky bude tfeba feit oviem nikoliv ivahové, nybri experimentéiné.

Druhy komplex otédzek predstavuje vzéjemny pomér obou typi reakef po riznd
silné pripravné infekei. Celkem snadno lze vylozit vznik reakce typu ,,popudové
terapie po vstiiknuti vét&iho podtu mikrobii mélo virulentnich nebo i usmrcené
vakeiny. Jde o nespecifickou reakei, jak je znidma i po aplikaci riznych jinych
bilkovinnych latek. ‘

Vznik reakce druhého typu, t. j. nevnimavosti bez antitoxickych a antimikrob-
nich mechanism®& po infekci malou ddvkou virulentnich mikrobui nelze zatim vy-
lozit. Je tteba zde upozornit, Ze vyraz ,,malé ddvka infekce nesmi klamat v tom
smyslu, jako by #lo o podndt pro organismus slabii; podle pokust se stanovenim
bakteriemie po ptipravné infekei lze soudit, Ze celkové mnoZstvi mikrobli v dasovém
prifezu je u t. zv. malé ddvky virulentni infekce p¥i nejmensim stejné, jako po
vstiiknuti velké ddvky infekce nevirulentni, rychle z organismu vyludované. Nadto
pristupuji u virulentni kultury daldi faktory jako hlubgi zasahovdni do metabo-
lismu tkéni, jimiZz jsou mikroby vychytiviny, vétsi moZnost tvorby toxickych
latek in vivo a pod. 4

Otézkou zlstdva, prod tyto jisté silné podnéty nevedou v infikovaném
organismu k aktivni obranné odpovédi prvého typu. MoZné, %e pravé pro toxicky
tdinek metabolickych produktd virulentni kultury, zachycujici se a mnoZici se
v organismu, je obrannd adaptadni reakce mesenchymélni tkané zpoZdéna nebo
zeslabena. Nelze ani vyloudit, ze k zvysené odisté mikrobi vstiiknutych pfi reinfekci
alespoii nékdy a do jisté miry dochézi, Ze je to viak maskovéno pretrvavajici pti-
tomnosti mikrobi z piipravné infekce. Ovéem na zékladnim jevu, t. j. slabdim
Ppatologickém t&inku ve srovnéani s kontrolami p¥i stejném mnoZstvi mikrobl v krvi
a organech to vibec nic neméni.

Nakonec je tfeba zdiiraznit, Ze jsme sice sledovali oba typy reakei pfi pokusech
na zvlast vybranych typech virulentni a nevirulentni kultury jako by &lo o reakce
oddélené a nezévislé, %e jsme viak naprosto pfesvédéeni o jejich vzijemném vztahu
a spoletném uplatnéni v normélnich podminkich styku organismu s nékazou.
Vidéli jsme v pokusech s reinfekei réizné virulentnimi kmeny (prvé sdéleni), Ze oba
mechanismy mohou spoluplisobit a dopliiovat se a Ze se vyskytuji pfechodné formy
obou typt reakci. Nadto je tfeba uvaiit, Ze druhy typ reakce (nevnimavost pti
stejném podtu mikrobi) nastavé ve v&t¥ind nasich pokusiu jist® i proto, Ze ptipravnd
infekce vpravena do organismu intravenosnd piisobi jisté slabsi podnétovou reakei
ne# jakykoliv jiny zptsob. Pti vstiiknuti mikroba podkozng, intraperitonealné nebo
pfi ptirozeném vniknuti dochézi bezprostiednd k zénétu a vyraznym zméndm
tkafiovym i celkovym (Menkin 1948, Protopopov 1950, Sur 1953), coz v&e je spojeno
jist& s nespecifickou mobilisaéni reakei organismu. Pravé proto jsme snad v d-
véjich pokusech (Johanovsky 1956 a) vidéli za 24 hodin po stafylokokové infekci
subkutanni nebo intradermalni vznik odolnosti viudi letalni intoxikaci, kdezto v ny-
néjsich pokusech po infekei intravenosni nikoliv.

Z téchto dokladi i ze zékladniho pojeti organismu jako jednotné ¥izeného celku
vyplyvé, Ze by bylo chybné usuzovat z nafich vysledki na dva obranné mecha-
nismy, nastupujici a st¥idajici se alternativng podle riznych podminek. Své vysledky
shrnujeme tak, Ze spolu s klasickymi obrannymi mechanismy antimikrobnimi a anti-
toxickymi existuji je$t® jiné, zatim blize neurdené specifické adaptadni reakce,
zvy&ujici biologickou odolnost organismu vudi infekci. Sledovéni téchto zmén se
nam zd4 jednou z perspektivnich cest k poznéni fysiologickych zakladt imunitnich
procest.
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Souhrn

L. Podrobili jsme dal$i analyse dva typy reakei nastupujici po piipravné infekei
rizné virulentnimi stafylokokovymi kmeny.

2. Jeden typ zvySeni odolnosti je nespecificky a je provdzen antimikrobnimi
a antitoxickymi obrannymi reakcemi.

3. Pfi druhém typu reakce probihé infekce ve své mikrobni strance kvantitativne
stejné jako u kontrol, aviak s mensim patologickym a letalnim G¢inkem. Celkovs
antitoxickd odolnost neni zvySena, pfi mistnim Wé&inku toxinu nachazime slabsi
zangtlivé odpovédi organismu a tim zvySeny bezprostiedni nekroticky téinek.
VSechny tyto zmény vnimavosti organismu jsou specifické.

4. Probrali jsme oteviené otdzky a mozny biologicky vyznam téchto reake.

Za technickou spolupréci dékuji M. Buriénové a J. Krtitkové.
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CocToAHNe HEBOCIPUVMYMBOCTH B TeUeHUe BJICHEePUMEHTAJILHOMN
craduorokroBoit mHdexcnu. II.

10. Hozanoscruii
PeswoMme
Mu nofiBepriu aHAJAM3Y ABa THIA peaxnuit, HaGniofaOIKUXCA HOCHTe MOATOTOBUTEIBHOR MHPEK-
LUy WTaMMamMi cTapUIIOKOKKA pasindHOM cTemeHd BUpYIEHTHOCTH, OpuH THI NOBHINEHUA ycToM-

YMBOCTH OKa3bBaeTCA HGCHGI(“(I)PI‘!GCKHM 1 COIIpOBOMHIAETCH aHTYlMPleOGHHMH U AQHTHTOKCH-
YeCKUMHM 3AIUTHHIMHM peaKIHAMU, Hpﬂ BTOpOM THIIe peakIuu Mﬁq)el(nﬂﬂ, YT0 KacaeTcA KoJInuYecTBa
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MHKpOGOB, MpOTEeKaeT Tak #ie, KK U B KOHTpOJIe, HO He CO CTOIb 3HAYMTENLHHIM HATOJOTHYCCKUM
1 TeTalbHEIM AelicrBuem. OGLias aHTHTOKCHYECKAS YCTONYNBOCTD He IMOBBIIAETCH. Ilpn MecrHOM
Bo3gelicTBin ToKCcHHA Habmofaerca Golee ciabad BOCHATUTENBHAS peaKklud U BCIeACTBHE 3TOTO
IOBLIIIEHHe HENOCPEICTBEHHO HeRpOTHYecKOro JeffcrBhA ToKcuHa. Bce 5TH M3MeHeHUs YyBCTRH-
TEJBHOCTY OplaHM3Ma SIBIAIOTCA choeLmuyecknmu. M paceMarpusaem BONIPOCH], OCTAIOLiecA
OTKPEITHIMU, 1 BO3MO#HOe G10JI0rnYeckoe BHAYeHHe DTHX peaKIuil,

The Phenomenon of Resistance in the Course of Experimental Staphylococeal
Infection. II.

J. Johanovsky
Summary

A further analysis was made of the two types of reaction occurring after a preparatory infection
with staphylococeal strains of varying virulence. One type of increased resistance is non-specific and
is accompanied by antibacterial and antitoxic defence reactions. In the second type of reaction, the course
of the infection is the same as in the controls as regards number of bacteria, however, with a decreased
pathological and lethal effect. General antitoxic resistance is not increased, the local action of toxin
produces a weaker inflammatory response in the organism and in this way the direct necrotic effect
is increased. All these changes in the sensitivity of the organism are specific. The unexplained problems
and possible biological significance of these reactions are discussed.,

122

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500003-2



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500003-2

Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE
roéntk 1. (1956) — &. 3

Vliv nedostatku a nadbytku bilkovin v potravé na imunitni odpovéd. ﬂ.

Dlouhodobé vystaveni dietdm
ZDENEK TRNKA*)

Geskoslovensks akademie véd, Biologicky uGstav, mikrobiologické oddéleni, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Malek

Doslo 22. 11. 1955

V prvnim sdgleni jsme ukazali (Trnka 1956), Ze kratkodobé poddvani diet s nad-
bytkem a nedostatkem bilkovin ovlivnilo fadu imunologickych reakei. V diskusi
jsme upozornili, Ze v&tdina praci se zabyvala sledovénim pisobeni kratkodobého
podévani pokusnych diet. Pouze ojedinélé price sledovaly dlouhodobé pusobeni
diet na tvorbu protilaitek (Wissler, Woolridge, Steffee a Cannon 1946,
Wissler, Woolridge a Steffee 1946). Z téchto praci vyplyvé, %e po dlouhodobém
podavani nizkobilkovinnych diet ziistivé sniZena tvorba protildtek. V ojedinélych
klinicko-experimentalnich pracich s nemocnymi s vyZivovou kachexii pti rdznych
chorobach (Bieler, Echer a Spies 1947, Balch 1950) nachézime naopak idaje o nor-
mélnich serologickych vlastnostech a dokonce o zvydené protilitkové reakei na
antigenni podnét.

Klademe si v této préci za tkol zjistit dinek dlouhodobého poddvéni nizko-
bilkovinné, bilkovinami vyvaZené a vysokobilkovinné diety na nékteré imuno-
logické reakee, u kterych kratkodobé podévéni vyvolalo vyznamné rozdily.

Materidl a metody
Do pokusu jsme vzali 90 rostoucich krysich samci kmene Wistar (chov farmy CSAV) ve stéti 3 mdsict

o pramérné véze 250 grami. Od odstavent a2 do nasazeni pokusnych diet byly krysy krmeny standardnf
Larsenovou dietou. Rozdsleni do tif skupin, chovén{ krys v pokuse, jakoZ i sloZeni a podévéni diet

20
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Obr. 1. Dennf pfijem jednotlivych diet v gramech (osa y), rozpodteny na tyden a na jednu krysu. Na

ose x tydny trvani pokusu. Ly; (23,2 % bilk.) — znadeno plns, L,q (42,9 % bilk.) — &rkovans, L,
(8,7 % bilk.) — tetkovans.

*) Statisticky zpracoval Frantilek Zitek, Matematicky ustav OSAV, Praha.
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bylo stejné jako v prvnim sdéleni, na které odkazujems pro ziskani presnych tdajt a detailniho sloZeni
pokusnych diet. Nizkobilkovinna dieta obsahovala 6,7 %, dieta se stiednim podilem bilkovin 23,2 9,
a vysokobilkovinna dieta 42,9 % bilkovin. Denns jsme sledovali po celé trvani pokusu spotiebu jednqt-
livych diet (obr.1) Konsum diet stejné jako v pokuse s kratkodobym vystavenim dietam ukazuje,
Ze nebylo v podstaté rozdilu ve spotiebd jednotlivych diet, Ze tedy kalorickd hodnota piijaté potravy
byla v pruméru ve viech skupinéch stejna. Pokles spotfeby u viech skupin mezi 8. a 17. tydnem pfi-
padal na letni obdobi 8 vysokymi teplotami. Rozdilné vlastnosti jednotlivych skupin jsou tedy vy-
sledkem rozli¢ného sloZeni diet. Krysy jsme vézili pravidelnd jednou tydné a sestrojili ristové kiivky
(obr. 2).

450

400 A

350 1 el

300 A

200 r — —r — v — r ——
5 10 15 20 25 30 35

Obr. 2. Rustové kfivky jednotlivych skupin. Na ose y jsou primérné véhy v gramech. Na ose x tydny
od potstku podavéni diet. Statistické zhodnoceni rozdilu pramérnych vah jednotlivych skupin vy-
hodnoceno Studentovym t-testem. Viechny t#i rozdily se ukazaly jako vysoce vyznamné (P < 1 9/ 00)-
Lys (23,2 % bilk.) — znageno plné, Ly, (42,9 % bilk.) — &érkovans, L,y (6,7 % bilk.) — teckovans.

Ctyti mésice po zaddtku pod4vani pokusnych diet jsme viem krysam z ocasni vény po odstfizeni
konecku ocasu odebrali krev na stanoveni hladiny komplementu a na provedeni kontrolnich aglutinaci.
V&echny kontrolni aglutinace byly ve viech fedénich bez vyjimky negativni. Na konci sedmého mésice
od potatku podavéni pokusnych diet jsme imunisovali polovinu pokusnych krys intraperitonealns
6 davkami ve dvoudennich intervalech teplem inaktivované suspense Salmonella paratyphi B
(5 % 10® mikrobti na jednu imunisaéni dévku). Po skondené imunisaci jsme odebirali 5., 7., 10., 14.,
21, 28., 35., 42. a 49. den z ocasni veny krev na stanoveni aglutinujicich protilétek. Sousasns jsme
stanovili hladinu celkovych bilkovin v krevnim seru pokusnych krys. Zjistili jsme, Ze krysy krmené
nizkobilkovinnou dietou majf primérnd 5,85 9% celkovych bilkovin sera, tedy mnoZstvi odpovidajict
literarnim i nasim zkufenostem, Krysy s vysokobilkovinnou dietou msly 6,91 % 8 krysy se stfednim
podilem bilkovin v diet® 7,04 % celkovych bilkovin sera, tedy ob¥ skupiny prakticky stejné. Hladina
celkovych bilkovin u vysokobilkovinnych diet se po prechodném poklesnuti, prokdzaném v nasem
prvnim sdéleni, opdt vyrovnala na norméln{ hodnoty.

Koneénsd po skonéeni odbdri1 jsme provedli infekéni pokusy ve 12 skupinich se stanoven'm bakte-
riemie a prezivinim. Titrace komplementu, aglutinujici protilétky a infekéni pokus se stanovenim
bakteriemie a pfeZivani jsme zjistovali obdobné jako v pokusech prvniho sdéleni.

Sponténni hynuti krys v priibdhu dietniho pokusu bylo vyznamné ve skuping
krys s nizkobilkovinnou dietou. Druhy a &tvrty mésic po zadidtku podavani diet
uhynulo v této skuping po jedné, paty a Sesty mésic po dvou, sedmy a osmy mé-
sic po tfech kryséch, takze celkem uhynulo z 30 krys ve skuping 12. P¥idiny uhy-
nuti byly spontanni infekce postihujici pfevazng dychaci trakt. Naproti tomu ze
skupin s vysokym a stiednim podilem bilkovin v diet¢ neuhynula za celou dobu
osmi mésich trvani pokusu ani jeding krysa.
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Vysledky

Hladina komplementu po &tyfech mésicich podavéni diet (obr. 3) ukazuje velmi
nizké hodnoty komplementu u nizkobilkovinné skupiny. Rozdily mnozstvi komple-
mentu jak u 50 %, tak u 80 9, hemolysy proti skupinim s vysokym a stfednim
podilem bilkovin, jsou statisticky velmi vyznamné. Komplement u skupin s vysokym
a sttednim podilem je témsF stejny; rozdil u 50 %, hemolysy je na hranici vyznam-
nosti, u 80 9, hemolysy neni vyznamny.

ré e

Obr. 3. Mno#stvi komplementu v prumérech ze 30 krys, So%
udané v absolutnich mno#stvich sera, potiebnych pro 50% -
a 809 hemolysu. Kroutky udévaji podet pfipadu, ve T
kterych ani nejvys§i mnostvisera, poutitého v pokusech 00401
(0,045 ml), nevyvolalo uvedené procento hemolysy. Do 1
vypodtu pro sestaveni grafu bylo u t&chto pripadia bréno 0307
mno#stvi nejblize vyssi (0,05 ml). Statisticky zhodnoce- -
no Cochran-Coxovou aproximaci Studentova t-testu pro 00201

rozdil dvou praméru. ]

509 hemolysa: L,, (prézdny sloupec) 0,018; L,s (svisle 0010
&4rk.) 0,010; L,¢ (vodorovns ¢ark.) 0,014 ]

809 hemolysa: L,, (prézdny sloupec) 0,046; L,; (svisle ]
&érk.) 0,028; L4 (vodorovns &ark.) 0,026

0% s

ee vees  beve
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Hladina aglutinujicich protildtek v8ech tif skupin (obr. 4) ukazuje, Ze mezi jednot-
livymi skupinami neni ndpadného rozdilu. Statistické zhodnoceni nevyznamnost
t&chto rozdila potvrdilo. Pouze v patém dnu doséhl rozdil mezi skupinami s nizkym
a stfednim podilem a v 21. a 35. dnu mezi skupinami se stfednim a vysokym po-
dilem hranice vyznamnosti (P < 5 %)).
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Obr. 4. Tvorba aglutinujicich protilstek. Na ose y jsou pruméry titr aglutinujicich protilétek jednot-
livych skupin. Na ose x dny odbdru krve po skondené imunisaci. K¥{zky oznaduji individuélni titry
jednotlivych krys. Statisticky zhodnoceno Wilcoxonovym f-testem.

Cisla ud4vaji pfesné numerické hodnoty jednotlivych prumérii.

L,, (prézdny sloupec): 46,1 28,0 10,4 33,6 1564 49,7 453 30,2 154
Lys (svisle dark ): 17,6 12,0 838 41,6 1920 40,0 386 581 618
Ly (vodorovnd 3ark.): 21,8 9,6 8,0 40,5 100,5 48,5 1040 794 484

Rozdily v podtu bakterii v krevnim ob&hu v 1., 3. a 6. hodin& po infekei (tab. 1)
ukazuji stejné jako v pokusu s kriatkodobym vlivem diet, %e pfestup bakterii
z peritonealni dutiny do krevniho ob&hu a mizeni bakterii z krve se fadové lisi
(je statisticky vysoce vyznamné) u krys imunisovanych a neimunisovanych. Roz-
dily mezi jednotlivymi dietnimi skupinami krys nejsou vyznamné.

Vysledky infekéniho pokusu (tab. 2) ukdzaly, Ze neni nipadného rozdilu mezi
jednotlivymi dietnimi skupinami krys. To potvrdil i statisticky rozbor, ktery vy-
hodnotil rozdily jako nevyznamné. Népadny rozdil, statisticky velmi vyznamny,
je mezi krysami imunisovanymi a neimunisovanymi.
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Tab. 1. Stav bakteriemie 1, 3 a 6 hodin po infekei u imunisovanych a neimunisovanych krys jed-
notlivych dietnich gkupin. Ciselné hodnoty udévaji pramérny poéet mikrobit v 1 ml krve. Statistic-
ky zhodnoceno Wilcoxonovym f-testem.

% bilkovin 1 hodina ’ 3 hodiny } 6 hodin
O
5 | Lyg—(23.2) 12.546 734 167
% L;s — (42,9) 2.971 1.220 1.500
2 | Lp—(7) 2.009 1.025 487
2 | s —@2) 157.995 117.970 92.490
=]
g S | Lig— (42,9) 201.880 138.835 100.633
»
E Ly — (6,7) 132.208 132.575 21.250

Tab. 2. Pfezivan{ infekce. Jednotlivé f4dky znamenaji skupiny postupné brané do pokusu. Statisticky
zhodnoceno Wilcoxonovym f.testem.

Oznadeni Podet Dévke Uhynuti v hod. po infekei Podet
skupiny krys 36| 9 |12]15]18]21]24]as|7g | PloZiviich
2 1 DL 100 2
Ly 2 3 DL 100 1 1
15 3 4 DL 100
(23,2 % bilk) | 5 | 19 DL 100 2 g
tmun. 3 10 DL 100 1)1 1 0
3 8 DL 100 11 1 0
2 1 DL 100 2
Ly, 2 3 DL 100 2
t 2 4 DL 100 2
429 % bilk) 5 1 15 DL, 100 1 2
aun. 3 10 DL 100 1|1 1 0
2 8 DL 100 1 1 0
L 2 1 DL 100 1 1
19 2 2 DL 100 2
(6,7 % bilk.) | § 3 DL 100 2
mun. 2 10 DL 100 1 1 0
2 1 DL 100 1 1 0
L 2 | 1/, DL 100 2
15 3 | 3/, DL 100 3
(23,2 % bilk.) | /f DL 100 1 1
nermun. 3 1 DL 100 11 1
3 1 DL 100 2|1 0
2 1 DL 100 1 1 0
L 2 | 1, DL 100 1 1
16 2 | 3, DL 100 2
(42,9 % bilk.) | 3 '/f DL 100 2 1 0
neimun. 3 1 DL 100 1 2
3 1 DL 100 1 1 1
L 2 1 DL 100 1 1 0
19 2 | 1,DL 2
(6,7 % bilk) | 3,42 DI, 100 2
nermun. 2 1 DL 100 1 1
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Diskuse

V dlouhodobém podavéni diet se jednotlivé skupiny vzijemnd rozlisily. Zvifata
skupin s vysokym a sttednim podilem bilkovin mé&la normalni vzhled, zatim co krysy
skupiny nizkobilkovinné se vyznatné odlifovaly. Jejich srst byla ¥idki s misty
uplné holymi. Spontdnni infekce je rychle zabijela. Protofe uhynulo vice ne%
1/5 zvitat pouze v nizkobilkovinné skuping krys, domnivime se, %e zde doSlo k p¥i-
rozenému vybéru nejodolnéjsich jedinci, ktefi se ziejm® dietnim podminkim lépe
prizpisobili. Tito jedinci, ktefi prestdli dlouhodoby konsum nizkobflkovinné diety,
se pak vyrovnali druhym skupindm v tvorbd specifickych protildtek, atkoli hladina
celkovych bilkovin krevniho sera byla zna&né sniZena a v infekénim pokuse se
rovnéz vyrovnali druhym skupindm. Schopnost tvofit p¥i nizdf hlading celkovych
bilkovin sera normélnf mnoZstvi specifickych protilitek je dalsim dokladem jevu,
0 némZ jsme mluvili jiz v prvnim sdéleni, Ze totiZ hladina specifickych protils-
tek neni pfimo zdvisld na mnoZstvi serovych bilkovin. Norméln{ tvorbu specifickych
protilatek naSich krys dlouhodob& krmenych nizkobilkovinnou dietou je moZno
srovnat s uidaji Bielerovymi a sp. (1947) a Balchovymi (1950).

Skupina vysokobilkovinnych krys se zfejmé poddvané diet& ptizplsobila velmirychle,
jak je patrno jiz z hladiny komplementu a v8ech ostatnich reakeci. Neni mo#no, kroms
vahového rozdilu, nalézt odlifeni od krys se stfednim podilem bilkovin. Pravd&po-
dobné se krysy, krmené vysokobilkovinnou dietou, po krat¥im obdobi pozmé&n&nych
reakef rychle na podévanou dietu adaptuji a dochdzi k vyrovnént jejich reaktivity.
Zménu reaktivity po kritkodobém podavani diety miZeme vysvétlit tim, %e se
organismus vyrovnivé s nirazem nezvyklého slozeni potravy. Obdobné vysledky
nalezl ve svych pokusech Hriza (1955), ktery sledoval rozdily v &t&pitelnosti jater-
nich bilkovin po kratkodobém a dlouhodobém poddvéni diet s nizkym a vysokym
obsahem bilkovin a stejnd Lt (1955) s vyS¥i &innost{ nervové soustavy u krys
chovanych dlouhou dobu pti vysokobilkovinné dieté.

Zéroveti vyzdvihujeme, Ze pfi dlouhodobém podavéni pokusnych diet se nidm
nepodatilo zvétsit rozdilnost imunologické reaktivity mezi jednotlivymi dietnimi
skupinami, ale privé naopak Ze rozdilnosti dosaZené kratkodobym podavénim diet.
byly smazany.

Souhrn

1. Po dlouhodobém podavani (osm mésictl) nizkobilkovinné, bilkovinami vyvé-
Zené a vysokobilkovinné diety krysim jsme nenalezli vyznamné rozdily v tvorb&
specifickych protildtek po imunisaci a v pfirozené a ziskané odolnosti vadi Salmonella
paratyphi B. Rozdily ziskané kritkodobym podavinim diet se dlouhodobym po-
dévanim nepodafilo prohloubit, ale naopak doslo k jejich smazani.

2. Po dtytech mésicich od zadatku podévéni diet jsme stanovili hladinu komple-
mentu. Skupina krys s nizkobilkovinnou dietou méla vyznamné mensi mnoZstvi
komplementu proti skupindm krys krmenych dietou s vysokym a stfednim podilem
bilkovin. '

3. U skupiny nizkobilkovinnych krys nastalo b&hem pokusu vyznamné hynuti
na spontdnni infekce, takZe dochézelo k pfirozenému vybsru odolngjsich jedincd.

4. Poukézali jsme na moZnost adaptace na dlouhodobé podavani diety.
Autor dékuje D. Johanovské a B. Hofmanové za technickou spolupréei.
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Bausinue nemoctatka wiaym usberrka B mumie CejikoB Ha MMMYyHHYI pearnuio. II.
JanrenbHaA AUATA
3. Tpuxa
Peziome

Ilpu mouroBpeMeHHOM (8-MeCAYHOM) HUBKOGETKOBOM, BHICOKOGEIKOBOM M YpaBHOBellleHHOM
B CMEICTIe COfepKanmA OelKOB pallioHe Y KpHIc He Ha0m0fajoch CKOJIbKO-HMOYAb 3HAUMTeNbHOM
pasHMIE! B 06pasoBaHuN cneun$nqecxnx QHTHTEN MOCTe MMMYHU3AIUK U B eCTeCTBeHHON uiu mpu-
ofpereHHON ycroltumBocty no otHomeHuio kK Salmonella paratyphi B. Pasuuiy, noaydennyio npu
KpaTKoBpeMeHHON TuaTe, He TOJIBKO He yNABAJIOCh YBeIMYMTH B pesyibraTe AIUTENBHOTO paloHa,
a HanmpoTHB, 3TA PasHUIA CTUpaJach. YpoBeHb KOMINIEMEHTa ONpefelsicA Yepes 4 Mecsla nocJie
HayaJja ombita ¢ AudTol. ¥ Ipynmsl Kpsic, NoJdyYaBmuX GefHylo GelkaMu NMUIIY, KOJMYECTBO KOM-
nueMeHTa GBIIO BHAYMTENBHO MeHbIIE B CpaBHEHMH ¢ KpbicaMH, TodydYaBmmMu Gorarbifl Gemkom
MM HOpMaJdbHHIt KopM. B TeveHue omeiTa B Tpymme Kphic ¢ Hu3koGelKoBolt mumelt naGmopaica
3HAYMTENbHEIN! NaJie’k B pe3yJIbrare CIOHTAHHEIX MHQeKINH, TaK YTO OCYLIECTBIANICH ecTecTBeHHbIH
or6op Hauboaee ycroHumBHIX ocobelt.

OGcymmaercA Bo3MOMHOCT NpHcHoco6leHuA K AuuTelbHON oxHocTOpoHHEH Auare.

The Influence of Protein Deficiency and Excess in Diet
on Immunity Response. II.

Long-term Administration of Diets
Z. Trnka
Summary

After the long-term administration (eight months) of a low protein, medium and high protein diet
in rats, no significiant differences were found in the formation of specific antibodies following immunisa-
tion and in natural and acquired resistance to Salmonella paratyphi B. The differences obtained by the
ghort-term administration of the diets were not accentuated on long-term administration; on the
contrary, these differences were effaced. Four months after commencing the diets the level of complement
was determined. The group of rats with protein deficiency had a significantly smaller amount of comple-
ment as compared with the groups of rats fed on a high protein and medium protein diet. In the group
of rats fed on a low protein diet, & significant number of deaths occurred from spontaneous infection
in the course of the experiment, resulting in natural selection of the more resistant individuals. The
possibility of adaptation to long-term administration of the diet is discussed.
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Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE
roénik 1. (1956) — ¢&. 3

Stanoveni poétu zarodki sporulujicich aktinomycet v pudé
a jejich isolace

ZDENEK REHACEK
Ceskoslovenska akademie vad, Biologicky tstav, mikrobiologické odd&leni, Praha
Reditel tstavu akademik Ivan Mélek

Doslo 15. 11. 1955

Aktinomycety pfedstavuji jednu z velkych skupin pidnich mikroorganismi, jejiz
rozsifeni v padé nemizeme dodnes pfesné kvantitativng stanovit, protoZe stavajici
metodiky jsou zatiZeny znadnymi chybami. Vysledky byvaji vétSinou skresleny
pritvodnimi mikroby, zejména plisnémi, které poéitini aktinomycet velmi zt&Zuji
nebo dokonce znemoziiuji.

Nektei{ autofi, na pf. Horvath, Szolnoki a Felfsldi (1953) se snazili fesit tento problém pouzitim
selektivnich pud; jejich vysledky v3ak nebyly uspokojivé. Krjutkova (podle Rybalkiny a Kononén.-
kové 1953) zalévala sklitka se vzorkem pudnich mikroorganisma rdznymi zivnymi padami, aby zjistila
jednotlivé fysiologické skupiny mikrobi; spojila vlastnd metodu piimého pozorovéni s metodou selek-
tivnich pad. Yoshioka (1952) inhiboval rust padnich bakterif provézejicich aktinomycety ve zcentri-
fugované suspensi ptdniho vzorku furacinem pfidanym do Czapkovy agarové Zivné pudy v koncentraci
1 : 50 000; furacin viak ovliviioval také aktinomycety a nepusobil témé# na plisng. Waksman a Starkey
(1947) isolovali kmeny aktinomycety Streptomyces griseus produkujici streptomycin na agarovych plot-
néch s 25 y streptomycinu/ml. Pouzit{ %ivné pudy s antibiotikem splituje do jisté miry svij udel pH
isolaci omezeného poétu druhui aktinomycet, pro zachyceni pokud mo%no nejsirsiho po&tu zéstupci
aktinomycet v3ak u¢inku antibiotika pfidaného do pudy vyuZit nemtzeme. Také préce badateld
Wintra (1949) a Knorra (podle Rehma 1953), kteti ¢4steénou sterilisaci ptidnich vzorka (2 hod. p#i
98 °C) silnd zredukovali podet mikrobu provazejicich aktinomycety, nelze bez némitek aplikovat na
kvantitativni stanoveni poétu aktinomycet v puads.

V této prici jsme se snazili vypracovat takovy postup pro sledovani podtu a pro
isolaci zdrodkl aktinomycet, ktery by odstran&nim nebo alespoii zredukovanim
nedostatkti dosavadnich metod prispél k vyfefeni této zakladni otdzky. Price
Yoshiokova (1952) nas piivedla na myslenku sledovat zastoupeni aktinomycet
v ptdé na podkladé vyuZiti rozdilnych rozméria jednotlivych druhti mikroorganismt
pii centrifugaci.

Teorie o isolact mikroorganisma centrifugact

Abychom si mohli odhadnout, do jaké miry budeme moci délit suspensi mikroorganismii na kyvetové
centrifuze, vypodtli jsme si teoretickou dréhu, kterou urazi spéry nebo buiiky mikroorganismu v odstie-
divém poli po 20 min, centrifugovan{ pfi rizném podtu otadek za minutu. P¥i tomto propoétu jsme vyché-
zeli ze Stokesova zékona v modifikaci Svedberga a Nicholse (podle Herouta et al. 1954):

s L. 0 I X[X,

T K 0 (dpydpy)
Ppti tem? ¢ = &as ve vtetinich, za ktery se posune ¢astice hustoty dp z bodu o polomséru rotace X, do
bodu o poloméru rotace X, (viz obr. 1) kapalinou o hustot® dp,. Déle r = polomér &4stice v cm, 77 = visko-
sita kapaliny v poisech, K = konstanta pro dany tvar &éstice, @ = uhlové rychlost v radiénech/sec.
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Vysledky vypoétit uvadime v tab, 1. Tabulku 2 s rozméry ndkterych v dvahu prichdzejicich mikroba
jsme sestavili z tdaju Krasilnikovych (1949) i Thomovych a Raperovych (1945, 1949).
Ze ziskanych propoét je patrno, ze pfi 20min. centrifugaci je pro studovany tikol nejvhodnéjsf

pouzit 3000 ot/min, pfi nichZ lze predpokladat, ze &4stedky
odpovidajici rozméry spéram plisni nebo buiikém na pf. mi-
kroba B. mesentericus, B. mycoides, B. subtilis, t. j. mikroor-
ganismu, které poditéni kolonif aktinomycet na plotné nejvice
ohrozuji, budou sedimentovat na dno kyvety. Céstetky odpo-
vidajici rozméry spéram aktinomycet budou pti udané centri-
fugaci ovlivnény nepatrnd a zistanou ve svrchni tekuting,

Obr, 1. Sedimentace astice v kyvetové odstiedivee. X; = horni
polomér rotace, X, = dréha ubshnuté Gastici v odstiedivém
poli, X; = spodni polomér rotace.

0

Xy

X

X3

Tabulka 1. Sedimentace &astic v kyvetové odstiedivce po 20 min, centrifugaci

Castice (r)

Ot/min 0,6 u 09 | Lsu | L8y | 2.4 1
Dréha v em ubdhnutd v odstiedivém poli (X,)
1500 9,14 9,30 9,90 10,42 11,61
2000 9,26 9,60 10,81 11,67 14,29
2500 9,41 9,94 11,99 13,58 18,49
3000 9,60 10,42 13,65 16,56 25,53
3500 9,82 10,99 15,63 19,96 37,07
4000 10,10 12,36 18,24 25,47 57,15

Hodnoty jsou udény pro centrifugu, v niz horni polomér rotace X; = 9,0 cm a spodnf polomér

rotace X; = 16,0 cm.

Tabulka 2. Rozméry nékterych mikoorganismi

Mikroorganismus Bunky Spory
Actinomyces coelicolor 0,7
A. longisporus 1,1—1,5 x 0,7
A. oidiosporus 1,0—1,8 x 0,5—1,0
A, viridis 0,6—0,8 1,0—1,5 x 0,7—0,8
ridéeji

A. fradiae 1,0—1,2 1,0—1,5 x 0,7
A. griseus 0,8—0,9
A, praecox 1,0—0,7
A. glaucus 1,0—0,8
A. globisporus 0,8
Azotobacter 2,7 X 2,6—10,0
B. cereus 1,0—1,5 i 3,0—5,0 1,2—1,6 x 0,9
B. megatherium 1,2—1,5—10,0 1,6 x 0,7—1,0
B. mesentericus 3,0—-10,0 x 0,5 0,9 x 0,5
B. mycotides 0,8—1,2—2,0—10,0 1,0—1,6 x 0,8-—1,0
B. radicicola 1,6—2,5 x 0,6
B. subtilis 3,0—5,0 x 0,6
E. coli 1,0—3,0 X 0,5
Nitrosomonas 1,1—1,8 x 0,9
Pseudomonas 1,0—1,6 x 0,5

Konidiofory Konidie
Aspergillus niger 200,0—400,0 x 7,0—10,0 2,5—4,0
Penicillium expansum 150,0—750,0 x 3,0—3,5 3,0—-3.5

Hodnoty jsou udény v u.
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Pro umo#n¥ni kontroly némi ziskanych vysledki na kterékoliv centrifuze a pro srovnéni s pipad-
nymi udaji v literatufe uvadime nejvhodnsjsi odstfedivou sflu v hodnotd nésobku gravitaéni sily
vypodtend ze vzorce R = 1,117 .r.N3,10-8, kde N vyjadfuje podet ot/min a r = polom&r centri-
fugace. Optimaélni centrifugace na kyvetové centrifuze o hornim polomdru rotace X; = 9,0 cm a o spod-
nim polom&ru rotace X, = 16,0 cm jsme doséhli pfi relativni odsttedivé sfle 904 G na bhladingd a 1609 G
u dna kyvety.

o
Materidl a metody NS

i

PFiprava mikrobn{ suspense pro centrifugact. Jeden ml vodné suspense kazdého studovaného mikroba
(B. subtilis, E. coli, A. coelicolor, Pen. notatum) ziskané se Sikmé agarové pudy jsme pirenesli do 100 ml
sterilni destilované vody. Vzniklou suspensi jsme zfedili destilovanou vodou v poméru 1 :10% a po
ditkladném protiepan{ jsme ji rozdslili na pst dili po 50 ml. Kazdy dil jsme pak centrifugovali 20 min.
Pt 2000, 2500, 3000, 3500 nebo 4000 ot/min. Necentrifugované vzorky jsme sledovali jako kontroly.

Ptiprava pudntho vzorku pro centrifugaci. Cerstvy vzorek zahradni pady (pH = 7,0, susina =
= 82,64 %) jsme rozdélili na dva dily. Prvni dil vzorku rozvéZenych po 1 g jsme fedili destilovanou
vodou pouze diukladnym protfepanim, druhy dfl — také 5 vzorki po 1 g — jsme pied fedénim rozetfeli
ve t¥ence pistilem s malym mno#stvim vody. Konedné feddni viech vzorku jsme upravili na 1 :104
a 50 ml ka¥dého vzorku jsme centrifugovali 20 min. pfi 3000 ot/min. Kontroly jsme necentrifugovali.

Obkovdnt agarové 2ivné pidy zcetrifugovanym vzorkem. Ze svrchni tekutiny zcentrifugovaného vzorku
jsme pienesli 1 ml suspense do rozehif4té agarové piudy (40 °C) podle Gauzeho (PetruSova 1953):
saccharosa 20,0 g, KNO, 1,0 g, K,HPO, 3,0 g, CaCO;4 0,5 g, agar 15,0 g, H,0 ad 1000,0 ml, pH = 7,0.
Po dtkladném promichén{ jsme zaotkovanou Zivnou pidu vylili na Petriho misky o praméru 12 cm
a po utuhnut{ ji inkubovali p¥i 27 °C. -

Stanovent pobtu zdrodkd sporulujicich aktinomycet v pidnim vzorku a jejich isolace. Z ptidniho vzorku
jsme odvézili 1 g pudy, rozetfeli jej s malym mno#stvim sterilni destilované vody, doplnili na celkovy
objem 100 ml, dukladné protfepali & upravili na zfedéni 10—4 nebo 10~%. Z takto pfipravené suspense
jsme 20 min, centrifugovali ve 100 ml kyvetéch 50 ml suspense pfi 3000 ot/min. Z horni vrstvy svrchni
tekutiny zcentrifugovaného vzorku jsme odpipetovali 4 ml suspense a naotkovali jimi 4 rozehiaté
agarové Zivné pudy podle Gauzeho (po 40 ml); po promichéni jsme je vylili na Petriho misky o pruméru
12 em, Vyrostlé kolonie aktinomycet jsme odeditali nebo odo¢kovavali po 10denn{ kultivaci pfi 27 °C.
Kazdy puadni vzorek jsme analysovali soudasnd dvakrat, takie kone¢né vysledky jsme vyjadiovali
udaji pfedstavujfcfmi praméry hodnot z osmi ploten. Takto ziskané udaje jsme piepotitali na mnoZstvi
zérodkh aktinomycet v 1 g susiny analysovaného vzorku, a to tak, %e jsme soudin stondsobku podtu
kolonif a ¥edéni pudni suspense délili procenty susiny ptidniho vzorku, Na pfiklad vyrostio-li z padniho
vzorku ztedéného 10—4 a o susind = 829, na plotné pramé&rng 50 kolonif, bylo v 1 g sudiny studovaného

50 .100 .10 000
vzorku -—OT———- zérodku aktinomycet schopnych vyvoje na pouzité Zivné puds,

Vysledky
Centrifugace uméle pripravené mikrobni suspense

Abychom si ovéfili teoretické vysledky centrifugaéni metody experimentélné,
sledovali jsme vliv 20 min. centrifugace pfi rizném podtu ot./min. na suspensi
mikrobu B. subtilis, E. coli, A. coelicolor a Pen. notatum ve vodsé.

Tabulka 3. V1iv 20min. centrifugace na suspensi spor a bunék mikrobu

Mno#stvi koloni{
Ot./min B. subtilis E. cold Pen. notatum A. coelicolor
Pocet % Polet % Pocet % Pocet ’ %

0 49 100 30 100 13 100 55 100
2000 42 85 20 67 1 8 55 100
2500 40 82 10 33 0 0 54 98
3000 34 62 2 7 0 0 53 96
3500 17 37 1 3 0 0 22 40
4000 4 8 1 3 0 0 3 5

/
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Z dosaZenych vysledkii vyjadfenych primérem péti méfeni, uvedenych v tab. 3
a znazornénych v obr. 2 je patrno, ze spéry aktinomycety byly 20min. centrifugaci
pfi optimalnich 3000 ot./min. ovlivnény nepatrné. Podet kolonii aktinomycety vy-
rostlych ze zcentrifugovaného vzorku byl pouze o 4 %, nizsi nez podet kolonii vyrost-
lyeh z pivodni nezcentrifugované suspense spér aktinomycety. Pen. notatum jsme
na miskich zaotkovanych zcentrifugovanou suspensi (20 min. pfi 3000 ot./min.)
nezaznamenali. K odstranéni této plisné se svrchni tekutiny se ukazala dostateénou
20min. centrifugace jiz pfi 2500 ot./min. Také podet bunék mikroba E. coli se
nam podafilo odstiedovanim ovlivnit;
ze suspense zcentrifugované 20 min. pfi
3000 ot./min. vyrostlo o 93 9, kolonii
méné nez v kontrole. Méné vyrazné sni-
Zeni podtu kolonii mikroba B. subtilis

801 / vyrostlych na plotné ze suspense zcentri-
: " fugované 20 min. pfi 3000 ot./min. lze
vysvétlit tim, Ze B. subtilis byl patrné
/// v suspensi plevazné ve formé spdr, které
vzhledem ke svym rozmérim (viz tab. 2)
jen potvrdily nas teoreticky predpoklad
a ze svrchni tekutiny centrifugovaného
vzorku nevymizely.
201 Vliv nejvhodnéjsi centrifugace (20 min.
pri 3000 ot./min.) na vodnou suspensi
spér péti makroskopicky odlisnych kmeni
aktinomycet jsme sledovali ve zvlastnim
pokusu. Rozdily mezi podtem kolonii
vyrostlych ze zcentrifugovaného vzorku
Ob'r. 2. Vliv 20 min. centrifugace na suspensi 4 pottem kolonii kontroly nevybotil
spér a bungk mikrobti. Osa @ :ot./min., osa z teoretickych predpokladii — vliv pou-

y : mno¥stvi kolonii v 9%. I = 4. coelicolor, 7 7 . ALt "
II — B. subtilis, II1 — E. coli, IV = Pen. notatum.  Zité centrifugace se projevil zcela nepatrné.

160

401
v

T

2000 3000 4000

Centrifugace suspense padniho vzorku

Dalsi ovétovaci pokusy centrifugaéni metody jsme provadéli na pidnim vzorku
suspendovaném ve vodé a centrifugovaném 20 min. pfi 3000 ot./min. Ze vzorki
zaodkovanych zcentrifugovanou suspensi pfipravenou rozetienim vyrostlo po inku-
baci pti 27 °C pramérné 65 kolonii na plotné, ze vzorkd s nerozetienou suspensi
pouze 25 kolonii. Uvedené rozdily naznaduji, Ze pouhé protiepavani padniho vzorku
s vodou pro kvantitativni stanoveni zarodkd aktinomycet nestadi; znaény podet
spér aktinomycet klesa p¥i centrifugaci s piidou ke dnu. Pro zpfesnéni vysledku je
tedy vyhodné rozettit pidni vzorek pied fedénim s malym mnozstvim sterilni desti-
lované vody. P¥ipadné rozldméni mycelovych vladken aktinomycet v Zivé fragmenty,
k némuz by mohlo dojit p¥i roztirani pidniho vzorku, nepovazujeme pro koneéné
vysledky za nebezpeéné, protoze podle praci Skinnerovych (1950) jsou aktinomycety
v pudé pievainé ve formé spor.

Diskuse

Uvedend modifikace plotnové metody piispivd ke zpfesnéni kvantitativniho
stanoveni zarodkd sporulujicich aktinomycet v pudé. Vyuziva rozdilného pohybu
jednotlivych druhéi mikroorganismi v odstfedivém poli a umoziiuje tak odstranit
z analysovaného vzorku nékteré nezddouci privodni mikroby, na pt. plisné, kterymi
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zejména v jarnich mésicich plotny periistaji (obr. 3 a 4). RozliSeni uréitych mikrobd
na miskdch s bohatou mikroflorou pfi pouZiti pivodni plotnové metody ¢&asto
selhdva. Metoda identifikace mé své hranice a pii malém ziedéni 10~3 nebo 10-4,
kterého se pro stanoveni postu aktinomycet bézné uzivé, je velmi nepfesna — orga-
nismy p¥tomné v phdnim vzorku v malém mnozstvi nezachyti. P¥i centrifugaéni
metodé tato nesnaz odpadd, nebot pidni vzorek muzZeme fedit jen podle poitu
aktinomycet v ném obsaZenych bez ohledu na ostatni mikrofloru. Odstranéni pria-
vodnich mikroorganismi centrifugaci vyluduje také jejich antagonisticky vliv, ktery
by se mohl na plotnich uplatnit a konedné vysledky skreslit.

Obr, 3. Agarové plotna zaotkovana 1 ml nezcentri-  Obr. 4. Agarova plotna zaotkovand 1 ml zcentrifu-
fugované suspense pudniho vzorku zfedéného gované suspense pidniho vzorku zfedéného
1:10 000. Pruvodn{ mikroflora znemoziuje ode- 1 : 10 000. (Centrifugovano 20 min. pfi
¢&itani kolonii aktinomycet. 3000 ot./min.) V3tsina pravodni mikroflory akti-
nomycet byla centrifugaci odstranéna, kolonie
aktinomycet l1ze snadno odedist a isolovat.

Centrifugaéni metoda se viak osvédéila také jako metoda isolaéni. Jeji pfednosti
je to, Ze ve vétding piipadt ziskdvime na plotnich kolonie ¢istych kultur aktino-
mycet (obr. 4), které pak muZeme p¥imo z prvniho kultivaéniho media podrobit
daldimu studiu nebo pFeodkovat na konservy. Kromé ¢asové uspory — odpada totiz
zdlouhavé ¢isténi kment — ziskdvame i moZnost sledovat isolované aktinomycety
pom&rng erstvé, ovlivnéné kultivaci v laboratornich podminkéich vzhledem k sou-
tasnym isoladnim metodikdm mérou daleko mensi.

Souhrn

V praci je uveden podrobny postup pro stanoveni podtu zarodki sporulujicich
aktinomycet v pid¥ a pro jejich isolaci. Popsansd metoda vyuzivé rozdilného pohybu
jednotlivych druht mikroorganismt v odstiedivém poli, odstrafiuje z analysovaného
pidniho vzorku privodni mikroorganismy aktinomycet, vylu¢uje jejich vliv na
kultivaénich plotnich a tak podstatnd ptispiva ke zpfesnéni dosavadnich metodik.
Prednosti uvedené metody jako metody isola¢ni je to, Ze umoziiuje ziskat béhem
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10 dnu kolonie &istych kultur aktinomycet, které lze p¥imo z prvniho kultivadniho
media podrobit dalsimu studiu nebo pfeotkovat na konservy. Odpads tudiz zdlou-
havé Cisténi kmeni, takze isolované aktinomycety jsou ovlivnény kultivaci v labo-
ratornich podminkéch vzhledem k soudasnym isolanim metoddm minimalng.
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Onpenenenne KoJIMYeCcTEAQ CHOPOOJPASYIOUNX AKTUHOMUIIETOR
B II0YBe U KX WBOJALUA

3. Poscezauer
PeawmMme

B crarbe HpuBOAHTCH NOApOGHOE ONMMCAHWe NpHeMOB KBAHTHTATHBHOTO ONpefleleHUA KOJH-
4eCTBA CHOPOOOpA3YIONNX AKTHHOMULETOB B HOYBe M WX BHENeAMs M3 NOYBH. IIpefmaraembrit
METOX, MCHONb3yA 20-MUHYTHOe LeHTpudyrupoBaHHe B3BecH 06paslia NMOYBH MpH OTHOCUTEJbHOM
nenrpobesxuolt cuie 904 G Ha noBepXHocTH M 1609 G Ha JHe KIOBETKH, YCTpaHAeT TAKNM oGpasoM
CONYTCTBYIOMEe MUKDOOPTaHU3Mbl AKTHHOMHLETOB, COfiepskaluecs B o0pasle NMOYBH, HCKIWYaeT
UX II0ABJIEHNME B KYJIBTYpaX Ha MIACTMHKAX M 3HAYUTEIBHO YTOUHAET pe3yJIbTATH IpUMeH ABIIMXCH
70 CMX HOp MeTOAMK. IIpeumyniecTBOM N30JIALUM 110 BTOMY MeTORY ABIAETCH TO, UTO TAK BO3MOMKHO
B reveHue 10 fiHell MONYYHTE YNCTHE KYJIBTYDH AKTHHOMULETOB, KOTOphE MOTYT OBITh HENOCpe-
CTBeHHO M3 NepBOHAYAIBHO! KyIbTHBALMOHHOM cpefsl mepecefiHbl HAa KOHCEPBHL WM e IIOK-
BEprHYTH fanbHelmeMmy nayvenuio. Takum 006pasoM, OTHafaer AINTENbHB Hpollecc OYMCTHH
IITaMMOB M, IpH COBpeMEHHHIX MeTOJaX M30JALUM, BIUAHNE BRIpalllUBaHUA B HaﬁopaTOpHHX
YCHOBUAX CKABHIBAETCA HA BHeNAeMHIX AKTMHOMHUIETAX MHHHMAIbHO.

Determination of the Number of Spores of Sporulating Actinomyces in the Soil
and Their Isolation

Z. Rehdéel
Summary

The communication gives a detailed description of a new method for the quantitative determination
of the number of sporulating Actinomyces in the soil and for their isolation. The method described
involves 20 minutes’ centrifugation of a suspension of a sample of the soil at a relative centrifugal
strength of 904 G at the surface and 1.609 G at the bottom and thus removes the micro-organisms
accompanying the Actinomyces contained in the sample of the soil, excludes their influence on the
culturing plates and substantially contributes to making the present methods more accurate. As a method
of isolation it has the advantage that it makes it possible to obtain within 10 days colonies of pure
cultures of Actinomyces, which can be re-inoculated direct from the first culture medium on to con-
serving media, or may be used for further study. In this way the tedious purification of strains is done
away with, so that influence on the isolated Actinomyces by culturing under laboratory conditions is
minimal as compared with present isolation methods.
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Ceskoslovenskd
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Hodnoceni rastovych kiivek Escherichia coli

KAREL MARHA a JAN MULLER
Ustav hygieny préce a chorob z povolén{, Praha

Dodlo 30. 7. 1955

Ristové kfivky mikroorganismi maji esovity charakter. U bakterii se jeité objevuje tak zvané féze
latence, to je as, ktery potfebuje kultura od svého nasazeni k zatétku patrného rustu. P¥i hodnocenf
rastovych k¥ivek by bylo nejvyhodn&js{ znét vyhovujfei rovnici ristu a posuzovat ¢igelné hodnoty
konstant této rovnice. P¥i tom predpokléddme znalost biologického vyznamu téchto konstant.

Pribsh rustovyeh kfivek byl jix mnohokrate matematicky Fefen (souhrn literatury u Backmanna
1943, Brodyho 1945 a Hinshelwooda 1944); vysledkem je fada empirickych a poloempirickych rovnic.

U bakterif se obvykle mluvi o té d4sti kiivky, kdy rychlost ristu stoupé az k maximu, jako o fazi
logaritmické, to je pro tuto fazi by mal logaritmus poétu organisma v kultufe linedrns stoupat s dasem.
Vyjédiime-li tuto z&vislost rychlosti ristu, pak by platilo:

dx

@ =" 1

dx
co¥ znadi, e rychlost rastu 7 je v ka¥dém okam#iku pfmo imérné pottu organismi z, & je konstanta

\mérnosti.
E
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Obr. 1. Rustové kiivky bakterii Escherichia coli. 1 - kfivka vynesend Obr. 2. , Logaritmickd féze

ze zéznamu automatického registraéniho fotometru. 2 - kfivka ristové kiivky K. coli v semi-

ziskand z jednotlivych seriovych méfeni na kolorimetru Colemann logaritmickych soufadnicich.

Junior (10 kyvet bylo soudasnd vyfato z termostatu, odneseno ke Ms&teno na automatickém foto-

kolorimetru & po proméfeni vréceno do termostatu). Osa z - &as kolorimetru, Osa z - ¢as v hodi-
v hodinéch, osa y - extinkece. néch, osa y - log extinkce.
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Tak i Kleinzeller, Mélek a Vrba (1954) vyslovné uvadsji, %e ,,nanasime-li logaritmus ristu méfeny
jakoukoli formou (podtem bundk, turbiditou atd.) na osu y, éas na osu z, obdrime v logaritmické fazi
piimkovou zavislost ‘‘ a ukazuji to pravé na ristu Escherichia cols.

Tato zévislost také zhruba platila v nasich méfenich, pokud jsme k proméfovani zékalu kultury
pouzivali b&né kolorimetrické metody. Po zavedeni automatické registratni nefelometrie (Marha
& JenSovsky 1955), které je podstatné presndjii a vykazuje mensi rozptyl hodnot (méfeni se provadi
automaticky v termostatu, takZe rist probih4 za konstantnich podminek — obr. 1) se ukézalo, ¥e tato
zévislost je jen hrubou aproximaeci (obr. 2).

Pokusili jsme se proto odvodit rastovou k¥ivku na zdklads kinetickych tvah a aplikovali jsme ji
na rist K. coli. Rustova rychlost kultury je funkei podtu Zivych organismu; tento vztah mufeme
vyjéd¥iti rovnici:

dz

a5 = (%) 2

Rychlost déleni bude tim v&tsi, &im kratsf bude generaéni doba. Generaéni dobou rozumime das, za ktery
vznikne z daného poétu bundk dvojnésobny polet. Shrneme-li dosud feéens, dochézime k zévéru, e
rychlost ristu je pfimo 4mérna podtu organismi x a nepiimo Gmérnd generaéni dobs A¢. Matematicky
vyjadieno:
dx ke
dt At

Kdybychom pfedpokladali konstantni generaéni dobu, dostali bychom exponencialni k¥ivku. To pro
tést logaritmickou predpoklads vétsine autorn. Jelikos tento predpoklad neodpovidé naSim experi-
mentilnim vysledkim (obr. 2), hledali jsme dalsi zavislosti.

Predpokladédme-li konstantni generaéni dobu, musela by se ristové rychlost pfi stéle stoupajicim
pottu organismi zvétovat. To oviem odporuje nagim zkuSenostem. Vime naopak, %e riistové rychlcst
stoupé do uréitého maxima a pak klesa k nule a dalii mnoZenf se zastavuje. Musime proto predpokladat,
#e generatni doba neni konstantni a Ze stoups z urédité podatedni hodnoty do nekoneéna, kde rist je
zastaven. Generacni doba je proto neptimo z4visla na tak zvané rtistové kapacits, co? je rozdil maximalng
dosaZitelného a skutetného podtu organismii v daném ase a prostiedi, vyjadieném ve zlomku maxi-
mélnfho podtu organismii. Oznadime-li ristem maximélng dosazitelny podet organisma v daném mediu
jednotkou, miuzeme vyse uvedensd vyjadiit takto:

At =

3

ky
l—2x

4

Pfi éemz kg je generaéni doba v dase nula, 2 v tomto p¥ipads je podet organismu, vyjadieny v procentech
celkového maximéln® dosazitelného poétu organismi.
Dosadime-li rovnici 4 do rovnice 3, dostaneme:
dx  kx(l—z)

dt =k 5
as |
; St e 4
asr
o4
93T
02 r
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Obr. 3. Prabsh ristové kiivky podle rovnice Obr. 4, Priab&h rastové ktivky podle rovnice
6 v porovnéni s experimentilnimi body. Kul- 9 v porovnéni s experimentilnimi body. Kul-
tivaéni medium obsahovalo kraliéi serum. Osa tivaéni medium obsahovalo kraliéf serum. Osa
x - ¢as v hodindch, osa y - extinkece. z - tas v hodinéch, osa ¥ - extinkce.
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Retenim této diferenciélni rovnice dojdeme k rovnici symetrické esovité kiivky:
k l—z
t=1t; — 7" In
pii tem ¢; je 8as, ve kterém kiivka probihd inflexnim bodem.

Testovali jsme tuto rovnici na svém materidlu a zjistili jsme, %a tato funkce pomérnd dobfe vyhovo-
vala pro kultury péstované vsyntetickém mediu, nevyhovovala vSak pro kultury, k nimZ bylo ptidéno
serum (obr. 3). To bylo zpusobeno tim, %e ristové kiivky bakterii v syntetickém mediu byly velmi pfi-
blizné symetrické, zatim co v mediu s ptidanym serem byly asymetrické. P¥{éinou asymetrie bylo, %e
v podatedni fazi ristu byla generatni doba delsi, ne% by odpovidalo rovnici 8 a tim rychlost ristu v této
f4zi mensi. Predpokladali jsme proto v seru pfitomnost brzdiciho faktoru, ktery prodluZoval genera¢ni
dobu o hodnotu b. Proto tedy bude:

A¢=1k° +b 7

—x
Dosazenim tohoto vyrazu do rovnice 3 a Gpravou dostaneme:
dx kx(l —x)

_ &t “F +b—bz 8
Relenim této diferenciélni rovnice dostaneme:
z

(ko + D) In—— + bin(l —ax) =kt + ¢ 9

Tuto rovnici jsme opét testovali na svém materidlu a dostali jsme dobrou shodu s experimentAlnimi
body (obr. 4).

Jsme si oviem védomi toho, Yo poméry nejsou asi tak jednoduché, jak jsme zde vylidili. To jsme si
ujasnili pfi propoditavani konstant rovnice 9 na zéklad® svého experimentélntho materidlu. Je velmi
pravdépodobné, %e v priabshu vzniku velkého podtu generaci mikroorganismu v kultute se vyviji
adaptace na brzdici faktor, tak?e jeho u¢inné hodnota kless. Pro zrakovou adaptaci bylo zjidténo
(Kravkov 1950), fe neni-li systém p#{li§ vzdélen od rovnovéiného stavu, probihé adaptace podle expo-
nencialy. U¢innost brzdiciho faktoru adaptaci kles4:

f(b) = —= 10

pii temz A je adaptadni konstanta.

Vezmeme-li tedy v tvahu adaptaci, méni se generaéni doba At z rovnice 7 za poutit{ vyrazu 10. podle
vztahu:

k b ko €At + b — bx

Np X0 O %" T 002

=1t (1 —a) ekt

11

dosazenim do rovnice 3. dostavame:
dx kx (1 —z) eAt
dt ~ kyelt +b—bx
Toto je diferenciélnf rovnice rychlosti ritstu E. coli s uvdZenim adaptace.
Podle Kravkova probih4 adaptace, je-li systém p#ili§ vzdalen od rovnovéainého stavu, podle esovité
kiivky. Uvazenim tohoto zpusobu adaptace by se stal cely problém ristu po strance matematickeé jestd
obtiZn&;jsi.
Vysledky naif préce poukazuji na nékteré nedofesené otézky a ukazuji, Ze problém rastovych kiivek
mikroorganismi neni jednoznaing vyfesen, jak se mnozf autofi domnivaji.

12

Souhrn

Na zéklad® experimentdlniho materialu, ziskaného méfenim rustu E. coli automa-
tickym kolorimetrem, jsme zjistili, Ze pro tak zvanou logaritmickou fazi neplati
dosud uznavany predpoklad linearity této ¢asti rustové kiivky v semilogaritmickych
soutadnicich. Na z4kladé kinetickych dvah jsme uéinili pokus o analytické vyjadieni
ristové ktivky. Rovnice maji konstanty s urditym definovanym biologickym
vyznamem. Resili jsme vliv tak zvaného brzdiciho faktoru na tvar ristové kiivky
a odvodili vyhovujiei rovnici pro tento typ asymetrickych kiivek. Na zakladé &isel-
nych hodnot konstant této rovnice jsme zjistili, Ze v pribéhu rastu dochézi k adap-
taci na brzdici faktor. Odvodili jsme diferencidlni rovnici ristu za tohoto pred-
pokladu.
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Onenra kpuBnx pocra y Escherichia coli

K. Mapea u 4. Mwaaep
Pesmome

Ha oCHOBe SKCIEPMMEHTAJILHOTO MaTepMala, NMOJNydeHHOTo IIyTeM maMmepeHnit pocra E. coli
€ MOMOIIBI0 3BTOMATUYECKOI'O KOJOPMMeTpa, ObJI0 YCTAHOBIEHO, YTo [JIA T, H. JorapudMudecrolt
$assl He feficTByeT MPU3HABABIIAACAH JI0 CUX TIOP THIOTe3a JUHEAPHOCTH TON HYacTu Kpusolt pocra
B ceMuiorapudumiecKux Kooppuaarax, Ha oCHoRaHHN KUHeTHMYeCKMX paccykAeHull Oua clemaH
OTHT AHATHTUIECKOTO BEIPAKeHNA KPUBOK pocTa. YPAaBHEHUA MMEIOT II0CTO AHHEE BeJIMYMHHL OIIpe-
TelleHHOTO Ouollornueckoro sHadenus. lcclegoBasloch BIMAHME T. H. TOPMO3sAliero gaxropa Ha
dopMmy Kpuso#t pocra u ObllI0 BLIBEJIeHO YPaBHeHHe, OTBedalollee 9TOMY THIY aCUMMeTPUYeCKUX
KpuBHX. Ha 0CHOBe UHCIOBHX NOKa3aTedell HOCTOAHHHIX BeJWYMH 3TOT0 ypaBHeHMA OBLIO yCTa-
HOBJIEHO, YTO B IIPOHeCCe POCTa MPOMCXORUT AfANTAIMA K TopMo3fmeMy dakTopy. Brlso BhBefjeHO
nIuddepeHNNaNLHOE YPAaBHEHUE POCTA C YIETOM 3TOTO MOMEHTA,

An Evaluation of the Growth Curves of Escherichia coli

K. Marha, J. Miller
Summary

On the basis of experimental material obtained by measuring the growth of E. coli with an automatic
colorimeter, it was found that the hitherto recognised assumption of linearity of the logarithmic phase
of the growth curve in semi-logarithmic coordinates is not valid. On the basis of kinetic considerations
an attempt was made to find the analytic expression of the growth curve. The equations have constants
with a certain defined biological significance. The influence of the so-called ,,braking‘‘ factor on the
shape of the growth curve was estimated and the appropriate equation for this type of asymmetric curve
was derived. On the basis of the numerical values of the constants of this equation it was found that
adaptation to the braking factor occurs in the course of growth. On the basis of this finding the differ-
ential equation of growth was derived.
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Metodika mikrointervalové imunisace

JAROSLAV STERZL a OTAKAR KRALIK
Ceskoslovensks akademie véd, Biologicky ustav, mikrobiologické oddéleni, Praha

Reditel tustavu akademik Ivan Malek
Dodlo 28. 9. 1955

Casto si klademe otézku, zda bdiné jednordzové vpraveni antigenu je nejvhodné&jsi zpusob pro
optim4lni tvorbu protilétek. Nekteré préce ukazuji na vyznamnost intervall, v kterych je stejné
mno#stvi antigenu vpraveno do organismu. Prvé préce Friedbergrovy a spolupracovnikii (1927a, b, c)
sledovaly vliv jednorézového rychlého vpraveni antigenu ve srovnéni s jeho dlouhodobym kontinuél-
nim jnjikovanim, Autofi dostali timto zpiisobem vyrazné snienf tvorby protilatek (4—16krat), zvy-
Seni anafylaktické sensibilisace a pfi injikovén{ Zivych mikrobui timto zpusobem i zvySeni infekénosti
stejné davky. Zvlasté v posledni dobs pod vlivem préce Plecitého a Alymova (1951), kte#{ popsali pfi
mikrointervalovém vpraveni rychly vznik imunity a zpravy Zdrodovského (1953a) o vyznamnosti
mikrointervali pro zvysen{ tvorby protilétek se obrétila pozornost pracovnikiu timto smérem.

Piistoupili jsme k Fe¥eni vlivu &asovych intervald pii vpraveni stejného mnoZstvi antigenu na
tvorbu protilatek. Prvnim predpokladem bylo, abychom méli moznost pfi injikovéni antigenu pfesnd
volit intervaly i mno#stvi, které chceme injikovat, p¥padns i #{dit dobu, po kterou bychom plynule
vpravovali antigen. K tomu jsme zkonstruovali pistroj pro fiditelny vstfik antigenu.

Popis zafizent

Aparatura sesté4vala ze 3 zékladnich dila: 1. posuvného mechanismu s dorazem a vstiikovacim
zatizenim, 2. dasovaciho zafizeni a 3. zpo¥dovactho obvodu. Mechanismus piistroje byl fefen tak, aby
umoziioval kontinudlni vstfik ménitelny od n&kolika minut do 60 hodin, nebo vsttik rozdéleny na inter-
valy s ménitelnym odstupem v tomtéz rozmezi (obr. la, b). Vlastnf posun byl zhotoven z deltho dilu
kfizového stolku k mikroskopu, na kterém byl upevnén doraz pro paku pistu injekdn{ st¥ikatky a elektro-
magnet, jehoZ jho bylo prodlouzeno do tvaru palce. Vieteno bylo spojeno dvojitym inekovym pievodem

Obr. la. Celkové uspotédani pistroje
pro vstifik antigenu:

1. Posuvny mechanismus se vstfiko-
vacim zafizenim,

2, Casovaci zatizeni 8 nastavenym
desetiminutovym odstupem
impulst.

3. Zpo%dovaci obvod.

4. Svorkovnice a posuvny odpor pro
nastaveni rychlosti motoru.

a ozubenym soukolim s kolektorovym motorem na 24 V/6 W. Motorek byl napdjen z délite, ktery
dovoloval zménu obrétek ve velikém rozsahu, pro rychlejii posun bylo moZno vytadit jeden ze &neko-
vych prevodu. Vlastni sti{kadka byla pevns uchycena na stolku, ktery nesl viechny uvedené dily.
Pro kontinudlni vstfik bylo mo#no nastavit jho elektromagnetu tak, Ze pist se pohyboval zaroveti s po-
suvem. Pii pferutovaném vstiiku ujizdsl zvolenou rychlosti regulovanou obratkami motoru doraz, na
ktery byla vidy v nastaveném intervalu domédknuta péka pistu stiikatky palcem elektromagnetu.
Kombinacf rychlosti posunu dorazu s odstupem intervalu vstiiku bylo tedy moZno doséhnout fady
moZnosti v dévkovéni. .
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Impulsy pro rozdéleny vsti¥ik davalo impulsni zatizeni (obr. 2), sestavené z hodinového stroje s néko-
lika servorelé. Do mista kotvy nepokoje byl namontovén pruiny kontakt, ktery daval impulsy asi
0,1 sec. s odstupem 1 sec. (K,). Minutové impulsy byly davany z vypinatelnych kontaktt pod minu-
tovou ruéickou (K,), takze bylo moino v jedné hodiné uskuteénit 60 impulsd s minutovym odstupem

Obr. 1b. Detail vstiikovaciho zafizenf.

1. Doraz a elektromagnet posunovany
motorem,

2. Injekéni stiikacka.

3. Prevody.

nebo mén& impulst s odstupem del3im. Impuls minutového kontaktu byl asi 3 sec. Pii del$im nastave-
ném odstupu se doraz posuvného mechanismu dosti vzdélil od paky pistu stfikacky, takze k vyprézd-
néni takto odméteného dilu antigenu bylo zapotiebi delsiho impulsu. Byl tedy do okruhu &asovaciho
zaf{zeni a posuvného mechanismu zatazen zpozdovaci obvod, kterym se dal 3 sec. impuls prodlouzit
plynule aZz na 30 sec.
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Obr. 2. Schema &asovaciho impulsniho zafizeni: Obr. 3. Schema zpozdovaciho obvodu:
K, K,, Ky = vtefinové, minutové a hodinové doteky, R, = nabijeci elektromagnetické relé,
Ry, Ry, Rg = vtefinové, minutové a hodinové C;, C; = kondensétory MP 16 uF,
servorel$, = potenciometr 50 KQ lin.
RP = polarisované relé, RF = deprézské relé typ F (3.500 Q),
M = gvorky pro pfipojenf motoru. M = gvorky pro pfipojeni motoru,

Zpoidovaci obvod (obr. 3) byl sestaven z nabijeciho relé (R,), které po ptivedeni impulsu z éasova-
ciho zafizeni pfipojilo kondenséitor C I na zdroj napéti, takze C I byl nabijen. Po pferuseni impulsu
relé odpadlo a nabity kondenséator byl pfipojen k obvodu B—C, ktery tvofil potenciometr P a kapacita
C1 a C2, takie relé RF — pripojené k tomuto obvodu bylo pfitaZzeno a uzavielo okruh svorek M,
na které byl pfipojen bud elektromagnet pfi impulsovém vstf¥iku nebo motor posuvného zafizeni pti
vsttiku kontinudlnim. Relé F uzaviralo okruh az do vybiti C 1 a C 2 do odporu R a RF. Doba zpozdéni
odpadu byla nastavitelnéd zménou &asové konstanty poméru C, a P. Hodinové impulsy byly davény
zvléstnim kontaktem K 3, taktéZz pod minutovou rudi¢kou. Do viech okruhii byly viazeny servorelé
(R,, B,, B;), aby nebyly vétsim spinanym proudem namahény pi¥imo kontakty. V okruhu R, R, bylo
zafazeno jedtd polarisované relé, (RP), které umoznilo libovolns dlouhé trvani vstiiku s prestavkou
jedné hodiny. V tomto piipadé byl posuvny mechanismus nastaven na kontinualni vstfik zajisténim
paky pistu v dorazu; vstiik nastal sepnutim okruhu motoru (M) tim zpusobem, %e prvni impuls jej
uvedl do chodu & druhy zastavil. Cely pfistroj byl doplnén propojovacimi kabely a pfipojovaci svorkov-
nici. Napajen byl z tstfedni baterie 24 V,
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Poukiti

Injikovali jsme intravenosns vzdy 1 ml antigenu (teplem inaktivovanych mikrobu Salmonella para-
typhi Bv 1ml 5. 107 mikrobt). V prvém pokuse jsme opakovali postup Friedberguv: vstfikovali jsme
stejné mnozstvi antigenu a) jednorézovd rychle, b) pomalym plynulym zpasobem v prabshu 2 hodin,
¢) v minutovych intervalech rozlozenych do 2 hodin vidy skupin® po 3 krélicich. U kazdého zvifete jsme
odebrali 17 veorkil krve v priibdhu 4 mésfct. V 24dném obdobf tvorby protildtek jsme nenalezli vyrazné
‘rozdily v intensit® titru protilatek.

Rovnés revakcinace u téchto skupin riznd imunisovanych krélikt neukézala rozdil. Neprokézali
jsme rozdily v tvorbd protilatek ani u skupiny zvifat, kde jsme minutové intervaly zvykili postupnd

‘na 5 -10 minut a celkovou dobu vpraveni antigenu sni%ili na 30 minut.

Bezvyslednost téchto prvych pokust nebylo mo#no zevieobecnit; poloZili jsme si otdzku, zda by se
neprojevila sumace antigenu podévaného v mikrointervalech p¥i vpraveni minimélnich dévek antigenu,
Snizili jsme proto ptvodni imunisa¢ni dévku 50krét; v 1 ml imunisaéni suspense bylo 10° mikrobu.
V pokuse jsme srovnévali Gdinek normélnf rychlé intravenosni imunisace s imunisaci roziedénym
antigenem, ktery byl vpraven v intervalech 10 minut vidy po 0,1 ml antigenu, celkové doba imunisace
100 minut. Ani v takto upraveném pokuse se neukézal vyznamny rozdil mezi skupinou imunisovanou
intrevalovym schematem a mezi kontrolami.

V pozdsji publikované praci Zdrodovského (1953b) jsme vidsli, Ze tak zvand mikrointervalové imuni-
sace v jeho pokusech je kaidodenni vpraveni 5 .10 mikrobii. Domnivéme se, Ze tyto pokusy pred-
stavuji predeviim sumadni efekt mno#stvi vpravovaného antigenu, %e nelze tento postup hodnotit
pouze jako zvySovéni reaktivnosti organismu opakovanym podrazdénim. Jsme i toho nézoru, Ze nelze
Prostd ztoto#nit sumaci d4vek antigenu s depotni imunisaci, kde vpravené mnoZstvi antigenu zistdva
po celou dobu imunisaéniho pochodu stejné.

Souhrnnd z tdchto pokusii uzavirdme, e pfi imunisaci bylo pro intensitu protildtkové odpovédi
nejvyznamndjé vidy stejné mnoZstvi vpravovaného antigenu a Ze se neprojevil zvlastni sumalni
uginek, bylo-li toto mnoZstvi rozdsleno do fady dévek vpravenych v mikrointervalovych (1—10minuto-
vych) Sagovych odstupech.

Souhrn

Zkonstruovali jsme piistroj k Fiditelnému automatickému injikovéni antigenu, ktery umoziiuje
ménit mno¥stvi vpravovaného antigenu, celkovou dobu imunisace a intervaly mezi jednotlivymi
dévkami.

Imunisace provedené touto aparaturou, rozdélenim urditého mnozstvi antigenu do fady dévek
v 1 a% 10 min. intervalech, neukazaly rozdfly v intensité a dynamice tvorby protildtek ve srovnéni
8 jednorézovym vpravenim stejného mnozstvi antigenu.
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MeTonnKa UMMYHHM3AIKY ¢ MUKPOMHTePBaNaMu
A. MImepyas u O, Kpaaur

- Peswwme

MH CKOHCTPYMPOBAIIM ANNApaT AJIA YIPaBIeHnA aBTOMATHYeCKUMN BIIPHICKMBAHUAMYU aHTUTeHA,
T03BONAKIUA MeHATH KOJUYeCTBO BBOJAVMOTO AHTHTEHA, OOLIYI0 NPOROJKUTEIBHOCTh MMMYHH-
3alMH ¥ POMEKYTKN BPeMeHM MeKJy BIPHCKHBAHUAMU OTHeJbHHX JI03.

IlpousBopuBIIMEeCA ¢ HDOMOW{bIO 9TOH ANNapaTypH OMKTH WMMYHHM3aLMH IyTeM pasfeleHuf
ONpe/eIeHHOTO KOJMYeCTBA AHTUIeHA HA PAR M03 ¢ 1—10-MUHYTHHIME WHTePBaJaMM He RABAJIM
PA3HULE HU B MHTEHCHUBHOCTH, HU B MHAMHUKe 00pa30BaHUA aHTUTEJ B CPABHEHMM C OKHOKPATHEIM
BBefleHHEM TAKOTO e KOJIMYeCTBA AHTHTEHA.
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A Method of Micro-interval Immunisation

J. Sterzl and 0. Krdlik
Summary

An apparatus was constructed for the regulated, automatic injection of an antigen. This permits
changes to be made in the size of the dose, in the total period of immunisation and in the intervals be-
tween the individual doses.

Immunisation carried out with this apparatus, by dividing a certain amount of the antigen into
a series of doses with 1-—10-minute intervals, showed no differences in the intensity and dynamics of
antibody formation as compared with a single injection of the same amount of the antigen.

Zpravy

Seminafe o otdzkach nasf technické mikrobiologie

Komise technické mikrobiologie, vytvofens pfi biologické sekei CSAV v roce 1953, si kla za svij
prvni cil kritické prehlédnuti soudasného stavu viech odvétvi technické mikrobiologie v CSR. Uspoté-
dala proto ve dnech 28.—30. VI. 1954 celostétni konferenci technické mikrobiologie, kterd ukézala jak
kladné stranky tak nedostatky na tomto vseku; jednim z nejzévaZngjsich vysledkd tohoto zasedani
bylo rozhodnuti pofddat pravidelné seminéfe, vénované referattum z pracovist o postupu a vysledcich
vyzkumnych praci a diskusim o aktudlnich otazkéch technické mikrobiologie. Seminéfe byly zaméteny
tak, aby ukézaly jinym pi¥ibuznym tsekéim ziskané zkuSenosti a kriticky je zhodnotily. Neméns dalesi-
tym tkolem bylo odkryt slabé mista nékterych méng vyspélych odvétvi a ukazat cestu vpred.

Nebylo ndhodou, Ze pravé prvni semina¥ (12. XII. 1954) byl vénovan otézkam selekce technickijch
mikroorganism?. Byly na ném ptedneseny raznorodé referdty, z nichz zaujala zvlast$ zpréva doc.
Leopolda o préci s provoznim kmenem Aspergillus niger pro vyrobu citronové kyseliny a metodické
sdélen{ Dr Netéska o vybéru a udrfovani produktivnosti antibiotickych kmenii penicilif a aktinomycet.
Ohodnocovénim kvasinek se zabyval pro lihovarské tidely ing. Barta a pro pivovarské Dr Kockové.
Podobného rézu byl i referat ing. Hrondeka o adaptaci octovych bakterii pro submersni podminky.
Seminéf ukézal, e skutetné selekce, zaloZens na aktivnim zésahu do dédi¢ného zékladu produkéniho
kmene, a od které pfedevsim je moZno odekavat podstatné zvyseni produkce nebo i nové produkty
latkové pfemdny, je u nés dosud v zadhteich. Bude tedy nutno nejdiive zdokonalit sbirku typovych
kultur, kterd by byla vybavena tak, aby mohla zajistit staré i novd ziskané produkéni kmeny v plné
a nezméndné aktivits. Zaroven pak bude tfeba zahajit systematické vyhleddvani novych kmenit
8 vyuzitim viech modernich zkusenosti, at uZ je to adaptace, vegetativni hybridisace nebo silné ptisobici
faktory s t. zv. mutagennim udinkem. .

Druhy seminé# (17. XII. 1954) nazvany ,, Enzymy mikrobi a jejich technické u¥itt* seznémil posluchade
predeviim s vysledky zkousSek zcukiovéni zépar plistovymi amylasami v zem&délskych lihovarech
(Dr Malcher, ing. Sova) i s biochemickymi vlastnostmi téchto enzymovych preparatti (Dr Beran,
Dr Burger, Dr Dostél a Dr Tadra). V daleko men${m rozsahu se pracuje s enzymy pektolytickymi
(Dr Zavodsky a Dr Strmiska). Vyznamnym zdrojem fady enzymu je i mycelium po fermentaci anti-
biotik, dosud v8ak zcela nevyuzité (Dr %gll'kes). Sdéleni Dr Hante informovalo o mikrobiologickych
oxydacich steroidi. Ostatnim enzymum je vénovéano jestd ménd pozornosti. Priamyslové enzymy mikro-
organismu pfedstavujf novy tsek technické mikrobiologie, v ciziné jiZ znaénd rozvinuty, u nés viak
naraZzejici stdle na nezajem pfi realisaci slibnych laboratornich vysledka.

Velky zéjem na sebe soustfedil t¥eti seminai (18. II. 1955) o pou#iti antibiotik v zemédélstvi. Osou
seminéfe byly referity o pfipravé a pouziti krmiv obohacenych antibiotiky (Dr Nedasek, dipl. biol.
Matelové a ing. Miiller). Naproti tomu zkou3ky s uZitim antibiotik proti fytopatogennim houbdm (ing. Ze-
maének) se dosud konaji v mensim me&itku. Zijem o krmné antibiotika se projevil nejen rozsdhlou
diskusi, ale i radostnou skuteénosti, %e pracovnici ministerstva zem&délstvi na seminé#i pfitomni ve velmi
krétké dobs zajistili jejich vyrobu ve velkém métitku. Tento seminéf# tedy splnil své poslani velmi dobte.

Velmi naléhavou se ukézala otézka desinfekce v potravindfském primyslu. Ji byl vénovan &étvrty
seminétf (29. IV. 1955), zahdjeny uvodem do problematiky tohoto vyznamného oboru referdtem
prof. Babidky. Daldi sdéleni pojednévala jednak o metodikidch hodnoceni{ desinfekénich latek
(Dr Simek), jednak o jejich pouzitf (Dr Netadova, ing. Bomar). Ukazalo se, Ze situace na tomto iseku
neni ptili8 utésend a Ze bude tfeba vynaloZit velké usili, aby byly stanoveny vhodné zptisoby desinfekce
pro kaidy druh potravin a jejich obalii a aby bylo dusledné dbéano na jejich spravné provadéni,

Seminéf nazvany ,, Mikrobiologickd biosyntesa vitamind skupiny B*‘ (27. V. 1955) pojednal z pievainé
dasti o riboflavinu. Pfednesené referaty se tykaly biochemickych problémi tvorby riboflavinu (Dr Kapra-
lek), zkulenosti s konservaci a selekci produkéniho kmene (dipl. biol. Ho¥télek a dipl. biol. Rytit),
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analytikou (Dr Fragner a dipl. chem. Cerna-Heyrovska), vybérem fermentadnich pud, vlivem fysiolo-
gickych faktori a konstrukéniho materidlu na produkei B, u Eremothecium ashbys (Dr Hanus a ing. Ma-
chalové). Jinym mo#nym zdrojem riboflavinu je butanolacetonové kvadeni (ing. Munk). Ukézalo se, Ze
vypracovéni dokonalych laboratornich pfedpokladii pro pfevedeni do vyroby je podminkou, k jejimu%
splnén{ bude tfeba spojit zitastnéné pracovists, kriticky zrevidovat dosavadni vysledky a ptipravit
spravnd zamdfeny pracovni postup. I zde seminéf vykonal dobfe své posléni, nebof podnéty, které
vyvolal, byly brzo uvedeny ve skutek. Zbyvajici referaty tohoto seminéfe pojednivaly o analytice
a laboratorni fermentaci vitaminu B,, (Dr Musilek, Dr S8imek a Dr Rébek). Byly vesmds dobré rovnd
alze doufat, Ze brzo vyusti v zavedeni vyroby.

Vyznaénym rysem viech seminéfi byla velkd podetni Gdast posluchaddi, vétsinou pracovniki
vyzkumnych ustavi a vysokych skol. Zéjem o diskusi byl vidy velmi %ivy, bylo by si viak pfét, aby se
vyst¥idalo vice diskutujicich a to i z fad pracovnikii provoznich & zéstupci pisluinych ministerstev.
Komise technické mikrobiologie pak bude i nadéle petovat, aby program seminéiu vychézel z aktudlnich
potadavki naii technické mikrobiologie a poméhal ji tak ve vzestupném vyvoji.

Doc. Dr Jifi Stérka

II. celostatni konference ptidnich mikrobiologi.

Ve dnech 27.—29. unora 1956 probihala v Dom¥ védeckych pracovniku J. E. Purkyné v Liblicich
II. celostétni konference piidnich mikrobiologl. Konferenci pof4dala biologické sekce CBAV ve spolu-
préci s Ceskoslovenskou akademii zemddslskych vad. Zudastnilo se ji na 70 védeckych pracovniki
v pudni mikrobiologii a pffbuznych oborech. .

Na rozdil od I. konference, které ukézala problematiku a rozpracovanost tikolu pidni mikrobiologie
v Ceskoslovenské republice, soustiedila se II. konference na tii nejdulezitsjsi tkoly: 1. ilohu mikro-
organismi ve vyivd rostlin; 2. vyrobu & pouZit{ bakterijnich otkovacich latek v zemédélstvi; 3. mikro-
bni pochody v puds p¥i tvorbd a rozkladu humusu se zfetelem na humusové hnojiva. Konference
mdla ukizat na problematiku danych tkold, naznadit dalsi smér vyzkumu, sjednotit a doporutit nej-
vhodngjaf metody a prozkoumat moznosti praktickych vyusiti dosud dosafenych vysledki.

Konferenci zah4jil pfedseda biologické sekce Ceskoslovenské akademie véd akademik I. Mailek,
za Ceskoslovenskou akademii zeméd#lskych véd prof. Dr A. Kroulik, dopisujici ¢len CSAZV. Prvy
den se konference zabyvala tilohou mikroorganismt ve vy%ivé rostlin. Hlavni referdt pfednesi Dr K.
Ridky. Vyzvedl tilobu mikroorganismi v kolobshu %ivin, uvedl névrh metodiky nasledovéni mikrob-
nich pochodi v honech travopolniho osevntho postupu a hodnoceni vysledku. Zduraznil vhodnost
mikrobiologickych metod pii sledovéni udelnosti takovych agrotechnickych zésahi, jako je doba
a zpasob zaorén{ travniho pléstu, doba a zpasob zaorani mrvy pro okopaniny a podryvéni pudy. Do-
ké4zal, ¥e v téchto pripadech jde o podstatné ovlivnén{i mineralisaénich procesi, coZ se oviem promité
do sklizné plodin, Druhy dopliujici referat prednesl Dr J. Lasik. Zabyval se v ném ulohou rhizosférnich
mikroorganismi ve vyZivé rostlin a vzéjemnymi vztahy mezi mikroorganismy a rostlinami. Referoval
také o svych vysledcich pii sledovéni kofenové exosmosy je¢mene a hrachu. V diskusi potom vystoupili
Dr V. Segetové, které uvedla vysledky sledovani mikrobnich pochodu travopolnich osevnich postupa
na dvou pudnich typech. Ing. M. Végner piednesl vysledky sledovani rhizosféry jarni psenice a Dr J. 26k
ge zabyval mikrobnimi pochody v rhizosféfe stimulovanych rostlin. Dr J. Vrany referoval o svych
vysledcich, které ziskal sledovanim mikrobnich pochodu pfi pfemdnd ublikatych latek a uvolfiovan{
%ivin v piskovych kulturéch, odkovanych podzolem nebo ernozemi. Dr K. Végnerové diskutovala
o nékterych problémech vyzkumu rhizosférni mikroflory, Dr B. Ulehlové o periodi¢nosti mikrobnich
pochodt pii vyvoji rostlin. Ing. M. AmbroZové sledovala viiv rtznych druhd zévlah na mikrobni
pochody, vhodnost nékterych fosfore¢nych hnojiv pro komposty a utinnost uhelného prachu jako
stabilisatora dusifku v mo&ivee. Prom, biolog J. Drobnik a Ing. Z. Ambro# referovali o svych vysledcich
sledovéani aktivity pidnich enzymu a zabyvali se jejich vztahem k mikrobni ¢innosti a pudni Grod-
nosti. Prof. Dr V. K48 upozornil na komplexnost vyzkumu urodnosti piudy a zabyval se moznostmi
stanoveni stupn® drodnosti pudy. Dr Z. Rehatek navrhl origindlni metodu na stanoveni a isolaci
sporulujicich aktinomycet v puds. Dr A. Hovadik referoval o stanoveni antagonistické schopnosti
pud. O svych zkuenostech s mykorhizac{ lesnich dievin promluvil Ing. A. Sobotka.

Druhy den konference byl vénovén vyrobs & pouziti bakterijnich otkovacich létek v zem&dslstvf.
Uvodnf referat prednesla Dr E. Hlavatkové a koreferaty Doc. Dr J. Vintika a Dr J. Macura. Dr E.
Hlavadkové vyzvedla vyznam hlizkovych bakterif ve vyZivé motylokvétych rostlin dusikem, obifrnd
se zabyvala problematikou kmenii rhizobif a kriticky upozornila na nedostatky ve vyrobd a pouZ{vani
otkovacich l4tek pro motylokvété rostliny. V dalsfm referovala o problémech vyroby a poutiti azoto-
baktera, silikdtovych a fosforovych bakterii. V z4véru zduraznila nutnost vytvéfet pfedpoklady pro
rayonisaci bakterijnich otkovacich lstek. Doc. Dr Vintika se zabyval otdzkou polyvalentnich otkova-
cich latek a vzéjemnymi vztahy mezi pouZitymi mikroorganismy & mezi mikroorganismy & rostlinami.
V diskusnim p¥ispévku promluvil o svych zku¥enostech s novym zpiisobem barveni rhizobif, které
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dovoluje diferencovat Zivé a mrtvé buiky a o svém ndlezu t. zv. pé¢novych hlizek na kofenech motylo-
kvétych rostlin. Dr J. Macura ve svém koreferatu rozvedl otdzku mechanismu uéinku azotobaktera,
seznamil posluchace s vysledky bakterisace cukrovky a ovsa, upozornil na otézku sledovéni a zlepso-
vani podminek rozvoje azotobaktera v rhizosféfe rostlin a na moZnosti zvySovani aktivity kmeni,
pouzivanych k bakterisaci. V diskusi potom Ing. J. Apltauer, Dr J. Kozovda & PhMr V. Vandura
upozornili na ovlivnéni vlastnosti azotobaktera rostlinou a typem pady a na rozdilny prub&éh dynamiky
azotobaktera pod rtznymi rostlinami. J. Mann navrhl vyzkouSeni moznosti bakterisace semen v &istir-
nach $lechténych osiv. O vlivu dusikatého hnojeni na azotobaktera referoval Dr Zak., Dr Hovadik
piednes] své zkudenosti s bakterisaci rtiznych druhui zelenin. PhMr Vantura informoval o moZnosti
vyuziti nékterych odpadovych hmot p#i kultivaci azotobaktera. O submersni kultivaci azotobaktera
a jeho biochemismu, zv143té se zfetelem k produkeci metabolitd, vitamind a ristovych latek prednéseli
IngC. J. Barta a Ing. M. Rosa. Dr H. Vintikové seznémila posluchate se submersni kultivaci hlizkovych
bakterii a s ng¢kterymi poznatky o silikdtovych bakteriich.

Treti den konference byl vénovan mikrobnim pochodim v padé pfi tvorbé a rozkladu humusu
se zietelem na pouziti humusovych hnojiv. Hlavni referat prednesl Dr B. Novak. Seznémil posluchade
se svymi vysledky a zkuSenostmi s kompostovanim chlévské mrvy. Dokazal, Ze kompostovand mrva
zvySuje vice vynosy nez mrva uklddand do bloku za studena. Spravnym kompostovdnim mrvy se
prohlubuji a zesiluji mikrobiologické procesy, jejichz vysledkem je intensivnéjsi tvorba humusu.
O mikrobiologickych a jinych metodach vyzkumu humusovyech hnojiv a humusu informovali Dr Kozova,
prom. biol. Drobnik, Ing. Soukup a J. Novékova. O kompostovani vepfovych extrementa a jeho sani-
tarnim vyznamu pfednéasel Ing. O. Leidgeb. Prom. biol. J. Kozderkové referovala o svych vysledeich
se sledovanim mikrobni a enzymatické aktivity v luéni pud® p#i dodéani raznych dusikatych a uhli-
katych litek. Rozkladem uhlikatych latek a tvorbou humusu se zabyval Ing. Ambro%. Cenné poznatky
a zkuSenosti s vyzkumem humusu sdélili akademik S. Prat a prof. Dr A. Kroulik.

V zavéru konference zhodnotil jeji pribsh a vysledky prof. Dr V. Ka3, dopisujici ¢len CSAZV.
Zduraznil, ze vysledky vyzkumu v nékterych odvdtvich padni mikrobiologie nam dovoluji prenaset
je do praxe. Jde pfedevsim o pFipravu a pouziti humusovych hnojiv, bakterijni otkovaci latky a pomoc
mikrobiologli pfi spravném stanoveni doby a zphisobu nskterych agrotechnickych zésahu. Vyzvedl
potiebu jest& uzii spolupréce s padoznalci, vyzivéafi, agrotechniky a rostlinnymi fysiology.

Z prubshu jednéni konference vyplynula také nutnost prohlubovéni teoretickych vyzkumil, za-
méfenych do praxe. Hodnoti-li se konference s hlediska tkolu, které byly pied ni postaveny, je mozno
Fici, Ze splnila svij ukol, i kdyZz nékteré dileZité problémy soudasné pudni mikrobiologie nebyly pfi
jednénich probirany. Ukoly, které z konference vyplynuly, budou obsazeny v resoluci.

Viastimil Vanéura

Vydavé Biologicky tustav Ceskoslovenské akademie véd v Nakladatelstvi (s. akademie véd,
Voditkova 40, Praha II. Adresa redakce: Biologicky tstav CSAV, Na cvidisti 2, Praha XIX.
Administrace: Nakladatelstvi Cs. akademie v&d, Voditkova 40, Praha II, tel. 246241. Udet
Statni banky d&eskoslovenské & 438-214-0087, &islo smérovaci 0152-1. SniZeny poplatek povolen
vymérem &. 313-400-Be-55. Dohledaci postovni ufad Praha 022. Tisknou a expeduji: PraZské
tiskdrny, n. p., provozovna 04, Praha XIII, Samova 12. Vy3lo dne 30. Gervna 1956. - A-17523
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Smérnice pro ptipravu publikact

Ceskoslovenské mikrobiologie uvefejiiuje préce ze vsech tuseki mikrobiologie (obecné, 16ka¥ské,
technické a zemddélské), pokud majf obecndjif zamsfeni a vyznam. Otiskuji se ptvodn{ préce, kratka
pivodni sdéleni, pfehledn$ referéty, diskusnf 8lénky, recense knih, zprévy a redakéni &lanky. Predbsina
sdélenf budou uvefejliovana jen vyjime&ns u pracf zdsadniho vyznamu,

Obecné pokyny

Viechny préce prochézeji recensnim #zenfm & o jejich uverejn&nf rozhoduje redakéni rada $asopisu.

Autor nese plnou odpovédnost za ptivodnost préce, za jejf vécnou a formalni spravnost; odpovida
rovné% za to, e publikace predklédané prace byla schvélena jemu piislusnymi nadfizenymi orgény.
Jako puvodni sdsleni lze publikovat pouze takové vysledky, jejich# podstata nebyla dosud uvefejnéna
nebo podéna autorem k uvefejnéni jinde, at domsa &i v zahraniéi. Vyjimku tvoi{ p¥ipadni piedbdins
sdélenf, na n&% viak musi byt v praci odkizéno. Podstatny obsah préce podané v Cs. mikrobiologii nelze
uvefejnit jinou formou bez svoleni redakce.

Piipominky a zdsahy recensenti a redaktorti majf za tikol pfedeviim zlepeni kvality publikace.
Sporné otdzky mohou byt feleny diskusf ziidasténych stran, koneéné rozhodnuti viak pslusf redakéni
rads.

Rozsah publikace mé byt volen umérng rozsahu a vyznamu novych poznatkii. Préce m4 byt sepsana
jasng, vécné a tak struénd, jak dovoluje srozumitelnost. Nemé obsahovat prvotnf scestné hypotesy,
nybrz mi byt souhrnem koneénych poznatki. O negativnich vysledcich lze referovat (velmi strudné)
jen tehdy, jsou-li ony samy nebo jejich disledky teoreticky nebo prakticky zvl&st vyznamn$ &i zajimavé.

Nézev price m4 byt volen tak, aby vystiZng vyjédiil tema a zaméfeni prace; préce publikované
v fadé majf skupinovy nézev (s &islem sdéleni) a vlastni nézev. Vlastni text préce musi byt logicky
&lensn na kapitoly, ptipadné odstavce, opatiené nadpisy. Clendni, stavba i forma se volf podle druhu,
naplng a poslani préce, pii demi se oviem pfikliZi k nskterym obecnym zésadam a zvyklostem &asopisu,
Préce ma byt ¢lendna do t&chto kapitol:

Uvod préce obsahuje tdaje literatury a vieobecné uvahy, které jsou nutné k pochopeni préce, jejiho
zémsru a vyznamu. Nejde-li o ivodn{ sdéleni k rozsahlejsi fad8 pavodnich praci, nemé publikece obsa.-
hovat vyéerpévajici pfehledy literatury.

Materidl a metody. Tato tést obsahuje struné, aviak dostatetns presné a uplné vidaje o pouzitém
materidlu (kultury, pokusnd zvifata, prepardty, latky a pod.), metoddch a zvolengych pracovnich
postupech. Znimé metody se nepopisuji, stadi uvést ndzev a p¥islusnou citaci.

Kapitola Vysledky uvadf zjisténd data, zdvislosti a pozorovani v logickém a jasném ut¥idéni experi-
mentalnfho materidlu. Ziskané tidaje se uvaddji v piehlednd usporddanych tabulkéch anebo grafech.
Tabulky a jejich grafické zndzornénf lze soudasné uvetejnit jen tehdy, je-li to bezpodmine&ns nutné pro
pochopeni préce. Interpretace uvedenych dat se zatazuje do ¢4sti diskusni.

Diskuse podévé kriticky rozbor vysledky, jejich zhodnocen{ a interpretaci. Podstatné vysledky se
shrnuji v kapitole Souhrn. Ke ka?dé préci pfiloZi autor souhrn pro cizojazyéné resumé a pro ,,Refera-
tivnyj Zurnal* v takové forms, aby z ndho byl ziejmy cfl préce a dosazené hlavni vysledky. Praci uzavirs
seznam literatury [ptiklady citace viz Cs. mikrobiologie 1 (1), 1956].

Technické pokyny

Rukopisy praci v eském nebo slovenském jazyce je tteba zaslat s jednou kopif na adresu: Biologicky
ustav CSAV, redakee Cs. mikrobiologie, Na cvi¢isti 2, Preha-Dejvice. V pruvodnim dopise uvede autor
svoji pfesnou adresu. P¥jem rukopisu redakce potvrdi. Rukopisy jsou majetkem redakce a nemusf byt
autorovi vréceny. Redakce si vykrazuje prévo odmitat rukopisy, které neodpovidaji pozadavkim zde
uvedenym, V katdém pifpads bude mit nedodrzenf téchto pokyni za nésledek zdrienf prace v redakei
& jeji opozdéné uvefejnéni.

Uprava rukopisg. Rukopis mus{ byt psan na stroji, s dvojitymi mezerami (f4dkovén{ 2, nikoliv 1,5)
a Sirokym okrajem (asi 3 cm) na dobrém bilém papife formatu A4. Prisvitné nebo kiidové papiry nejsou
plipustné. Stranky rukopisu maji byt &islovany. Formélni dprava rukopist se doporuduje podle tpravy
praci (nejlépe tematicky podobnych), uverejnénych v Cs. mikrobiologii.

Obrdzky musf byt vystiZné a jasné, pfehledné a preens oznadené. Fotografie musf byt dokonale ostré,
kontrastn{ & na papike s lesklym hladkym povrchem. Grafy je tfeba kreslit dernou tusf na bilém kresli-
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cim, pausovacim nebo milimetrovém papife (se slabd modrym rastrem). Velikost vykresu mé byt asi
ti¥ikrat vétsi nez poradovand velikost v tisku. Znaky na obrézku musi byt tm3rng veliké a kreslené
pomoci 3ablony CSN (3ablona 3—5 mm, §ikmé pismo), pfi éemz mé byt respektovén i druh pisma.
Redakce d4vé prednost uzavienym grafom (s rameckem) bez sit$, vyZaduje vsak presny popis os
soufadnic a jasné vyznageni jednotek (mafitka). Krivky je tfeba oznaéit tislicemi a slovni popis je nutno
uvést v legends, nikoliv v obrazku samém. Redakce si vyhrazuje pravo grafy po technické strance
nevyhovujici vratit autorovi k piekresleni, pfipadnsé je dét prekreslit na autoruv naklad.

Tabully musi byt piehledné, jasnd a logicky uspoiddané, s minimalnim podtem sloupcti. V uzavie-
nych tabulkéch se zpravidla oddsluji linkami pouze sloupce a zéhlavi. Obrézky a tabulky musf byt
pripojeny mimo text a jasnd oznaeny na zadni strand potadovym g&islem, nizvem préce a zafazenim,
nikoliv viak legendou. Legenda (p¥ipojené za text prace) musi byt volena tak, aby obrézek ¢i tabulka
byly srozumitelné bez studia textu. Kazd4 legenda musi mit vystizny nadpis.

Ndzvoslovt musi byt ve shod® s béznymi zasadami autoritativni eské, resp.slovenské odborné litera-
tury. Zkratky jsou piipustné pouze tehdy, jsou li v obecné nebo chemicks literatuie zcela bézn® vZité.

Nézvy sloudenin maji byt nahrazovany chemickymi vzorci pouze tehdy, jestlize jsou spojeny se
symbolem (na pt¥. s idajem koncetrace: 0,05M-HgSO,), po pf. ve vyétech deldi fady sloudenin, skupin
¢i iontil, V praci piipadnd zavedens zkréacena oznadeni je tfeba definovat p¥i prvnim vyskytu.

Citace literatury. Zkratky &asopisti podle Chemical Abstracts; zkratky ruskych &asopist v &eské
transliteraci.

Transkripce cizich slov. Cizi slova piSeme obvykle v pavodn{ forms. Pouze u slov zcela vZitych
v hovorové fedi zjednodusujeme, na pf.: metoda, teorie a pod.

Korektury. Za definitivni text prace je t¥eba povazovat rukopis, korektury jsou tedy uréeny pouze
pro opravu tiskovyech chyb. Autortm se zasilaé 1. korektura (sloupcova), pripadnd také 2. korektura
(strankova), Autor je povinen vénovat korekturdm, zejména ovéfeni vBech vzorch a &iselnych udaju,
co nejvyssi pozornost a pééi. Ve vyjimeénych pripadech je p¥ipustné doplnit text pozndmkou pod &arou
(doplngk pii korektute). Redakce neni povinna respektovat zfetelnd chybné korektury autora; ve
spornych pripadech piisludi rozhodnutf redakéni rad®. Autorské korektury je bezpodmineénd nutno
vracet béhem tii dni, jinak nemije byt k autorovym korekturdam ptihlédnuto, p¥ipadnd bude uverej.
néni prace odloZeno.

Separdty. 50 otisk ka?dé prace se zasil4 autortum na jejich nédklad. Ve zvlastnich p¥ipadech, dohod-
nutych nejpozd&ji p¥i vracenisloupcové korektury, maze byt na odtvodnénou pisemnou zédost zhotoven
vétsi potet separdtt na néklad autora.
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